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Resumen y Abstract

Resumen

El tropico bajo colombiano presenta variaciones climéaticas en determinadas épocas del
afo, que inciden en la fisiologia y el comportamiento reproductivo de los machos. Por ello,
el objetivo del presente trabajo, fue determinar el efecto del periodo climético en las
variables de calidad seminal, y su relacion con la actividad antioxidante y la expresion de
proteinas en el plasma seminal ovino. Se colectd con vagina artificial, semen de 14
machos adultos de la raza Santa Inés y Katahdin, durante un periodo de alta y baja
precipitacién (14 semanas totales). Se determind: volumen del eyaculado (+ 0,1ml),
concentracion espermatica (10%zp/ml), Vigor espermaético (1-5), Motilidad Progresiva (%),
Morfologia (%) y vitalidad (%) espermatica por recuento en placa con tincion eosina-
nigrosina. Se evaluo la actividad de las enzimas catalasa (Cat), Glutation Peroxidasa
(GPx), Glutation Reductasa (GR) por espectrofotometria. Se cuantificé la concentracion de
proteinas por el método de Bradford y mediante electroforesis SDS- PAGE se separaron
las bandas de proteinas presentes. Se monitore6 diariamente las variables climaticas con
la estacion meteorol6gica WeatherLink 6.0.9. Los datos se analizaron mediante el
paquete estadistico SAS 9.4, se realiz6 un Proc GLM para determinar si existian
diferencias entre y dentro de los periodos climaticos. Se determiné la relacion entre las
variables de calidad seminal y la actividad antioxidante y la concentracion de proteina
mediante correlacion de Pearson. La concentracién espermatica presenté diferencias
significativas entre periodos (3,61+£1,19 y 2,11+0,67) P=0,0009. Las demas variables de
calidad seminal, y la actividad antioxidante para Cat, GR, y GPx, presentaron diferencias
significativas durante las semanas Se evidenciaron 31 bandas de proteinas con pesos
moleculares entre 6 y 435 kDa. No se encontré un patron en el comportamiento de las
variables climéticas, sin embargo la variacion de temperatura, la humedad relativa y la
precipitacién a través de las semanas correlacionan positiva y negativamente con las
diferentes variables de calidad seminal, actividad antioxidante y expresion de proteinas del

plasma seminal lo que puede explicar su comportamiento durante la investigacion.

Palabras clave: Glutation Peroxidasa, glutation Reductasa, Catalasa, ITH, semen

ovino.
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Resumen y Abstract

Abstract

The low altitude and Colombian tropic present climatic variations during long of the year,
affecting the physiology and reproductive behavior of males. Therefore, the aim of the
present work was determined the effect of the climatic period over sperm quality variables,
and its relation between the antioxidant activity and the expression of proteins on the ram
seminal plasma. Fourteen healthy rams from Santa Ines and Katahdin breed was collected
with an artificial vagina during a high and low precipitation period (14 total weeks). It was
determined: volume (x 0.1ml), sperm concentration (109spz / ml), sperm vigor (1-5),
progressive matility (%), normal morphology (%) and vitality (%) sperm. The Antioxidant
enzyme's activity of catalase(Cat), Glutathione Peroxidase (GPx), Glutathione Reductase
(GR) were evaluated by spectrophotometry. The protein concentration was quantified by
the Bradford method and protein band separation was performed SDS-PAGE method. The
climatic variables were monitored daily with WeatherLink weather station 6.0.9. The data
has been registered by the statistical package SAS 9.4, a Proc. GLM to determine the
differences between climatic periods. The relationship between the seminal quality
variables and antioxidant activity and protein concentration were determined by Pearson
correlation. The spermatic concentration shows differences between periods (3.61 + 1.19
and 2.11 + 0.67; P = 0.0009). The other variables of sperm quality and antioxidant activity
for Cat, GR, and GPx, show differed during the weeks. Thirty-one (31) protein bands
between 6 and 435 kDa molecular weights were evidenced. The climatic variables were no
shown a regular pattern through the weeks. however, temperature, relative humidity, and
precipitation had a positive and negative correlation with sperm quality variables,
antioxidant enzyme activity, and protein band expression, explaining part of the result of

this investigation.

Keywords:

Gluthatione Peroxidase, gluthatione Reductase, Catalase, THI, Ram sperm.
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Introduccidén

En paises del tropico es comln que se presente un patron anual de las lluvias con una o
dos estaciones marcadas y definidas, que generan condiciones de estrés calérico sobre los
individuos y el cual llega a afectar la disponibilidad de alimento en cantidad y calidad; este
fendmeno climatico esta relacionado como un factor que puede afectar la eficiencia
reproductiva del macho ovino, poniendo a prueba la capacidad de respuesta que deben
presentar los individuos para adaptarse a condiciones de estrés cal6rico, por momentos a
lo largo del afio en donde se presenten valores extremos de temperatura o humedad
relativa, que puedan afectar sus variables fisioldgicas como la frecuencia respiratoria,
frecuencia cardiaca, radiacion de calor, y/o su temperatura corporal, entre otras; ademas de
exponerse a deficiencias alimenticias en sistemas tradicionales de pastoreo, ya que gran
parte de los fallas nutricionales que se presentan dependen de la época climéatica, partiendo
de la precipitacibn como un fenémeno que afecta las caracteristicas del forraje,
aumentando o disminuyendo los niveles de energia, proteina, minerales y vitaminas en la

dieta, nutrientes que al fluctuar pueden alterar la respuesta metabdlica del animal.

En condiciones de estrés térmico, existen cambios en el comportamiento y la funcién
fisiologica del animal tales como: disminucion de la ingesta de alimentos, aumento de
consumo de agua, alteraciones en el metabolismo de proteinas, y cambios en el equilibrio
de minerales, en la secrecidon de hormonas y metabolitos en sangre, lo que puede provocar
en una disminucion en la capacidad reproductiva (MARAI et al, 2007) , ocasionando
cambios en los diferentes procesos bioldgicos, ademas de provocar cambios en bioquimica
de los fluidos corporales (Abadia & Mv, 2008), alterando asi su capacidad de

termorregulacion y la produccion de fluidos.

Caso especifico el plasma seminal (PS) como un producto de la actividad de mdltiples

glandulas del aparato reproductivo del macho y cuya funcién es servir como medio para la
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preservacion de la célula espermatica puede verse afectado por este fendbmeno, alterando
las caracteristicas de calidad del eyaculado. (Rueda, 2011). Estos factores ambientales que
provocan - Estrés Caldrico- determinan la calidad del plasma seminal en cuanto a su
funcionalidad y su composicion; se ha demostrado que la exposicion a altas temperaturas
cambian el mecanismo de termorregulacion testicular del macho debido al aumento de
temperatura en la superficie del escroto (Cardenas-Gallegos, Aké-Lopez, Centurién-Castro,
& Magafia-Monforte, 2012; Jobim et al., 2004; Rocha et al., 2015), ocasionando dafios en
las células germinales, lo que resulta en un fracaso en la espermatogénesis debido a la
degeneracion del epitelio germinal gonadal (Perry, Patterson, & Sciences, 1992) y repercute
en la reduccion de los pardmetros cuantitativos y cualitativos de semen (Olivera, Ruiz,
Tarazona, & Giraldo, 2006).

Gran parte de los efectos relacionados con las fallas de la célula espermatica durante el
estrés térmico, estan relacionados con el -Estrés Oxidativo- y el aumento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel celular; Sim embargo el PS contiene una
gran variedad de sustancias antioxidantes de caracter enzimatico y no enzimatico
las cuales permiten neutralizar gran parte de los efectos negativos durante épocas
de estrés, atacando principalmente las ROS con el fin de proteger al espermatozoide
contra la oxidacion (Pérez-Pé, Cebrian-Pérez, & Muio-Blanco, 2001) y contribuir al
mantenimiento de las variables de calidad seminal, como la motilidad, o la vitalidad.
Se ha observado que el PS tiene una alta concentracién de antioxidantes, mas que
algun otro fluido biolégico, principalmente para compensar la deficiencia de enzimas

en el citoplasma espermatico.

En condiciones de -Estrés térmico- se promueve dafio a nivel testicular por efectos de la
hipoxia y el estrés oxidativo, lo que resulta en una reduccion en la tensién de oxigeno por
debajo de la requerida para la funcién celular normal en este tejido (Paul et al., 2009). Esto
puede darse en respuesta al flujo inadecuado de sangre al tejido o una reduccién en la
capacidad de transporte de oxigeno (Hockel y VAUPEL, 2001). En condiciones de estrés
por calor, el estrés oxidativo puede jugar un papel importante en la induccion de la apoptosis
de las células germinales testiculares (Ikeda et al., 1999)(Marti, Mara, Marti, Muifio-Blanco,
& Cebrian-Pérez, 2007)
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Introduccién

Un estudio realizado por Silva Lima, (2011) en la region del Nordeste del Brasil, donde
existe un régimen de lluvia — sequia, bajo condiciones tropicales demostré que el
comportamiento reproductivo de machos cabrios se atribuye a efectos de variaciones
climaticas, afectando tanto las variables de calidad seminal (concentracion espermatica,
Motilidad individual progresiva y porcentaje de anormalidades) donde el porcentaje de
espermatozoides moviles fue mayor en la época de lluvias y la transicion seca-lluviosa (54,0
+ 4,2; 50,0 + 5,8, respectivamente) en comparacion con los periodos de sequia y transicion
lluvia- sequia (30,0 £ 4; 33,0 £ 3,3, respectivamente p<0,05); igualmente Cardenas-Gallegos
et al., (2012) encontraron diferencias en los parametros de calidad seminal (motilidad
individual progresiva, volumen del eyaculado) en eyaculados de machos de 4 tipos raciales
ovinos, los cuales se encontraban bajo condiciones tropicales, con épocas de lluvia y sequia
claramente definidas (p<0,05); adicional a ello, encontraron que existia un efecto de la
época de transicion sequia-lluvia sobre la capacidad de produccién de espermatozoides,
3,295x10°% frente a 2,615x10°** en las razas Pelibuey y Katahdin.

Otro estudio realizado en Brasil durante un periodo de 27 meses, que se dividié en épocas
de invierno (julio, agosto, septiembre), primavera (octubre, noviembre, diciembre), verano
(enero, febrero, marzo) y otofio (abril, mayo, junio). Evalué el comportamiento de
espermatozoides de pajillas de toros B. indicus y B. Taurus. y encontraron diferencias
significativas en el volumen del eyaculado, concentracién de espermatozoides, motilidad
masal, motilidad progresiva del espermatozoide y morfologia, los cuales fueron
influenciados significativamente por la temporada y el genotipo (p <0,05) demostrando que
el semen descongelado de las pajillas de B. indicus presentan una mayor tolerancia a la
época de verano que toros B. Taurus, debido a que presenta valores mas bajos de
anormalidades en el espermatozoide durante todo el periodo de observacion (Koivisto,
Costa, Perri, & Vicente, 2009).

Por ello el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de las variables climéticas y su
relacion por medio del indice de estrés térmico (ITH y THR), afectan las variables de calidad
seminal, la actividad antioxidante y la expresién de bandas de proteinas en el plasma

seminal de machos ovinos tipo Pelo.
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1.Revision de Literatura

1.1 Generalidades de la ganaderia ovina en Colombia

La ganaderia ovina es considerada como una alternativa para garantizar la
seguridad alimentaria en el mundo, teniendo en cuenta los bajos costos de
produccion comparado con otras especies; para el 2012, Colombia produjo 7500
toneladas de carne ovina, cifra baja comparada con paises como Nueva Zelanda y
Australia las cuales poseen el 13% de la produccién mundial (FAOSTAT,2012). La
informacion para la especie ovina a nivel nacional es insuficiente y muestra grandes
variaciones. De acuerdo al censo agropecuario realizado por el Instituto
Colombiano Agropecuario-ICA, la poblacién ovina es de 1'423.466 cabezas
distribuidos principalmente en los departamentos de la guajira (46,69%), Boyaca
(8,04%), Magdalena (7,71%), Coérdoba (5,55%) y Cesar (5,41%) agrupando el
73,39% del total de la poblacién (ICA, 2016). Esta base genética de los ovinos
colombianos esta constituida en gran parte por animales de lana que tienen
descendencia europea y animales de pelo de descendencia africana (Ocampo,
2014). Sin embargo, es importante aclarar que dentro de estas regiones, la
poblacién ovina esta distribuida de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas,
concentrandose la mayor poblaciéon de ovinos tipo lana en zonas de trépico alto
(>1800 m.s.n.m), mientras en el tropico bajo del pais (0-1000 m.s.n.m.) se hayan
los ovinos de tipo pelo, donde predominan las razas Katahdin, Santa Inés, Dorper,
Pelibuey, y Charollais de acuerdo al reporte realizado por Fedegan, (2016),
ademas de los ovinos criollos de pelo (Etiope, Sudan, Abisinio) y la gran variedad
de animales mestizos producto del poco manejo, y la cruza de animales sin un

control reproductivo adecuado (Asoovinos, 2014). Cabe destacar que la mayoria
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de la poblacion ovina, se encuentra en manos de pequefios productores de escasos
recursos (Espinal, Covaleda, & Amezquita, 2006), los cuales tienen baja
tecnificacion debido a la limitada ayuda gubernamental y a la poca investigacion
que se realiza en esta especie, lo que ha generado un déficit en la coordinacién de
los programas de extension y transferencia del conocimiento en torno a los
productores ovinos (Moreno, 2013). La falta de inversion en el sector ovino se debe
a que esta se enfoca principalmente en los sistemas productivos considerados de
mayor rendimiento: avicolas, bovinos y porcinos (Lebbie, 2004). Aun asi, con todo
estos inconvenientes, la produccion ovina en Colombia se ha incrementado

vertiginosamente en los ultimos cinco afios (Moreno, 2013).

Segun el documento “Plan Estratégico para el Desarrollo Gremial ASOOVINOS
2010 - 2018” el sector ovino ha estado ligado histéricamente a tradiciones culturales
en diferentes regiones del pais, permitiendo el desarrollo de diferentes sistemas de
produccién, industrias de transformacién, productos y mercados, pero en los ultimos
10 afos, el desarrollo de las producciones y la agroindustria del sector ovino ha
motivado la importacion de animales en pie y de material genético, proveniente de
paises como México, Brasil, y Uruguay, con el fin de propender por el desarrollo del
sector y satisfacer en gran parte la demanda incipiente de productos de origen ovino
en Colombia y paises vecinos. Regiones como Tolima, Huila, Valle del Cauca, y la
zona norte de Colombia, se han distinguido durante los ultimos afios, por la
introduccién de ovinos tipo pelo de las razas Katahdin, Santa Inés, Dorper, y
Pelibuey a los sistemas de produccion, teniendo en cuenta la gran capacidad de
adaptaciéon de estas razas y su eficiencia productiva y reproductiva frente a
condiciones ambientales en zonas de trépico bajo, dada su procedencia y la similitud

a las condiciones en el sur de México, y la zona noreste del Brasil.

32



Revision de Literatura

1.1.1 Razas ovinas tipo pelo en condiciones de tropico

bajo y su capacidad de adaptacion

En regiones tropicales de otros paises, la produccién ovina esta basada
principalmente en razas ovinas de pelo, dada su adaptabilidad y su tolerancia a
condiciones climaticas. Sin embargo, la temperatura en estas zonas puede causar
estrés frente a la capacidad reproductiva de los carneros (Marai et al. 2008). En
Colombia la presencia de razas ovinas criollas y adaptadas representa un recurso
genético importante teniendo en cuenta las caracteristicas de adaptacion que han
venido desarrollando en los diferentes ambientes geograficos con los que cuenta el
pais; Para los ovinos de lana como los de pelo, estos rasgos de adaptacion incluyen:
resistencia y tolerancia a diversas enfermedades, habilidad para sobrevivir a
condiciones climéticas extremas y la capacidad de poder reproducirse en cualquier
entorno, por lo tanto, es importante reconocer la respuesta fisioldgica frente a la
diversidad de climas en las diferentes zonas geograficas de Colombia. Dadas las
similitudes geogréficas y climéaticas con regiones como el norte de Brasil, y gran
parte de México, razas como la Santa Inés han tenido una gran acogida por parte
de los productores en los sistemas de produccién ovinos, destinados a la produccién

de carne en el pais.
= Santa Inés

Como muchas de las tipos raciales que actualmente se estan utilizando en la
produccién de carne, el origen de esta raza es fruto de los programas de
mejoramiento genético, que buscan garantizar la capacidad de adaptacién y una
Optima respuesta en los pardmetros productivos, de acuerdo a las zonas de trabajo;
la raza Santa Inés, es producto del cruce de ovinos deslanados de origen africano,
y ovinos de la Raza Bergamasca de origen Italiano. La seleccion genética que se ha
realizado en esta raza, la hace una de las mejores, para sobrevivir bajo condiciones

tropicales. Esta raza es un ejemplo a seguir, para desarrollar un programa de
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mejoramiento y conseguir mejorar un tipo criollo y hacerlo una raza fuerte. Los
animales son de gran adaptabilidad, tienen una alta tasa de crecimiento, gran
habilidad materna, sus extremidades largas, y porte grande lo hacen un animal
rustico (ANCO, 2012). Es una raza ideal que se debe tener en cuenta en procesos
de mejoramiento del ovino criollo de pelo de acuerdo Asoovinos (2014), aunque esta
raza se ha extendido ampliamente en zonas de trépico bajo en Colombia durante
los ultimos afios, las primeras importaciones de material genético estan reportadas

en el ano 2014 de Brasil.

= Katahdin

La raza Katahdin tiene como origen el estado de Maine en los Estados Unidos como
parte de un gran esfuerzo en la busqueda de una raza que se adaptara a las
condiciones climaticas adversas de paises con condiciones tropicales, aridas, y con
deficiencias en su manejo. Esta raza es efecto del cruce de animales Suffolk,
Southdown, Dorset, Wiltshire, animales que combinaban el pelaje, la prolificidad y
la adaptacion al ambiente humedo y caluroso de las ovejas tipo pelo con el tipo carne
y la velocidad de crecimiento de las especies lanares (Korderos, 2014). De acuerdo
a los criterios de clasificacion estipulados por la Asociacibn Nacional de
Caprinocultores y Ovinocultores de Colombia (ANCO), existen varios biotipos de la

raza, con base a la cobertura lanar como se ve en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1: Criterios de clasificacion de los biotipos raciales para la raza Katahdin

Clasificacion | Descripcion

Tipo A Naturalmente libre de fibras de lana visibles en todo tiempo
Tipo B Pierden naturalmente todas las fibras de lana largas
Tipo C Cubierta predominante libre de fibras largas de lana, pero que

mantiene algunos parches que no exceden mas que un cuarto de la

mitad superior del cuerpo y que no pierden por lo menos por un afo
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Tipo D Tienen permanentemente fibras lanares cubriendo mas de un cuarto
de la mitad superior del cuerpo, son inelegibles para ser registradas.

La evaluacion de cobertura deber hacerse después de un afio de edad

Los animales de la raza Katahdin se han utilizado como parte de los programas
reproductivos, como una linea materna, con el fin de generar nuevos vientres,
teniendo en cuenta la necesidad de ampliar el inventario de hembras en los sistemas

de produccién a nivel nacional.

1.2 Fisiologia reproductiva del macho ovino

La comprension del proceso fisiologico reproductivo con miras a incrementar la
eficiencia del sistema de produccién animal, es y ha sido el objetivo de la
investigacion en el &rea de la biotecnologia reproductiva, en torno al comportamiento
y los principios biolégicos tanto del ovocito como del espermatozoide, los cuales son

los responsables de la conservaciéon y multiplicacion de las especies.

Se ha evidenciado que la participacion del macho en los indices reproductivos podria
ser modificada por procesos multifactoriales complejos que inciden en el adecuado
funcionamiento espermaético, y por tanto en el delicado proceso de la fertilizacion
(Cardozo, 2006). La mayoria de los avances en el mejoramiento de la eficiencia
reproductiva se pueden hacer mediante la estimacién precisa de la fertilidad
masculina y su uso selectivo (Foote, 2003; Utt, 2016) por ello, es importante recordar
gue la capacidad fecundante del macho depende de una serie de factores que van
desde el comportamiento animal, las condiciones fisicas la solidez estructural, el
nivel de libido, el plan nutricional (Lindsay, 1996) hasta las caracteristicas que estan
directamente relacionadas con el semen, como la motilidad del esperma, los niveles

de proteinas de la membrana espermatica y los constituyentes bioquimicos del
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plasma seminal (Assumpcao et al., 2005) los cuales afectan el rendimiento

reproductivo del macho.

1.2.1 Caracteristicas de la célula espermatica

El proceso de diferenciacion de las espermatogonias en los tubulos seminiferos da
como resultado la célula espermatica totalmente diferenciada en estructura y
funcion. Los espermatozoides son células especializadas para la fecundacion del
ovocito (P. F N Silva & Gadella, 2006; Valdez, 2013), que requieren de moléculas
proteicas sobre sus membranas y organelos que garanticen el éxito del proceso.
Para la mayoria de los mamiferos, el espermatozoide posee caracteristicas
substancialmente diferentes en tamafio, forma y longitud de cabeza, y composicion
del flagelo, los cuales son las principales estructuras que se pueden diferenciar en
ellos (Eddy, 2006). Estas estructuras y su composicién molecular tienen una amplia
relacion con la habilidad de la célula para fecundar, ya que la forma de la cabeza y
el componente flagelar determinan la capacidad de unién al ovocito, y la velocidad
y forma del movimiento para lograrlo. La célula espermatica es de forma alargada,
y se encuentra recubierta por la membrana plasmatica. Esta, tiene una actividad bio-
sintética limitada por lo cual su funcionalidad se encuentra en la membrana
plasmatica. (C. H. Oliveira et al., 2010). Teniendo en cuenta que la membrana
plasmatica se encuentra compuesta por fosfolipidos, proteinas y glucolipidos, una
de las funciones de la misma es mantener el equilibrio osmoético, y el intercambio de
iones de acuerdo al medio en el que se encuentre el espermatozoide (Medrano Diaz,
2005). Un estudio realizado por Parks & Lynch (1992), demostré que habian
diferencias sobre la composicion de la membrana tanto en el contenido de
proteinas, como de lipidos en células esperméticas de cerdo, toro, y gallo (p<0,05).
Sin embargo, es importante saber que durante el transito por el epididimo, el
espermatozoide incorpora nuevas proteinas a su membrana con el fin de aumentar
su estabilidad, y formar puntos de union con el ovocito (Cardozo, 2006), ademas al
contacto con el plasma seminal, incorpora diferentes proteinas que modifican los

diferentes dominios de la membrana.

36



Revision de Literatura

La membrana espermatica exhibe claramente la formacion de dominios, la
heterogeneidad de la cabeza se debe a las propiedades de difusion lateral que
tienen sus moléculas las cuales se encuentran en regiones especificas de la
superficie (Gadella, 2008). Los procesos de reorganizacion y modificacion de las
moléculas de la superficie son requeridos para permitir al espermatozoide la union
a la matriz extracelular del ovocito. En la membrana plasmatica de la cabeza se
pueden diferenciar claramente el borde acrosomal, ecuatorial y post-ecuatorial los
cuales se ven afectados durante el proceso de capacitacion, lo que genera grandes
modificaciones tanto en la estructura como en la organizacion de los elementos de
la membrana (Flesch & Gadella, 2000; Restrepo, 2012).

Dacheux & Voglmary, (1983) identificaron proteinas de alto peso molecular que
oscilaban entre 95 y 119 KDa, las cuales eran especificas para la membrana de
espermatozoides de la especie Ovis aries que terminaban su proceso de
diferenciacion en el testiculo; Se ha demostrado que al contacto con el fluido luminal,
se produce un proceso de desaparicion para dichas proteinas, por el efecto
enzimatico del fluido. Determinadas proteinas epididimales se pueden integrar a la
membrana plasmética gracias a sus caracteristicas hidrofébicas (Cardozo, 2006).
Se conoce que dos glicoproteinas de baja densidad (17 y 23 KDa) se unen a la
membrana espermatica en la region del flagelo cuando se acerca a la ultima parte
del epididimo (Gatti, Druart et al. 2000). Durante el proceso de maduracion en el
epididimo el espermatozoide incorpora receptores en la regién del acrosoma,
involucrados en la unién a la zona pelucida.

Durante el transito del esperma por los conductos deferentes, el espermatozoide
adquiere proteinas con funciones enzimaticas y proteoliticas. Las proteinas mas
conocidas son las proteinas del plasma seminal bovino (BSP), que son secretadas
en las vesiculas seminales y se adhieren a lo largo de la membrana espermatica.
Cardozo, (2006) identifico dos proteinas de bajo peso molecular (14 y 20 kDa)

denominadas RSVP14 y RSVP-20, las cuales son responsables de proteger a los
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espermatozoides de los dafios ocasionados por la crio preservacion, asi como de

preservar la integridad de las membranas plasmaticas.

El espermatozoide presenta una estructura de doble pared situada entre la
membrana plasmatica y la porcion anterior de la cabeza del espermatozoide
conocido como acrosoma (Hafez et al. 2004). Durante la fase de Golgi en la
espermiogénesis, el organelo del mismo nombre se acerca al nucleo, desprende
vesiculas que se le sobreponen y poco a poco se unen para convertirse en la
vesicula acrosomal que se localiza en la parte apical del nucleo (Olivera et al., 2006)
este es el Unico organelo que se origina del complejo de Golgi y contiene las enzimas
necesarias para la penetracion de la zona peldcida durante la fecundacién (Eddy,
2006). Los cambios que se producen desde el epididimo y tracto reproductivo de la
hembra, inducen a la modificacion de las enzimas contenidas en el acrosoma, estos
eventos parecen estar implicados en la exocitésis del acrosoma y su reaccion
acrosomica (Tulsiani, Abou-Haila, Loeser, & Pereira, 1998). Igualmente Ila
membrana interna y externa del acrosoma posee algunas proteinas estructurales,
gue juegan un papel en la unién del espermatozoide con el oolema a través de la
membrana plasmatica ubicada en la zona ecuatorial del espermatozoide (Olivera et
al., 2006) cuando se ha producido la reaccion acrosémica. En el interior del
acrosoma se presentan niveles de pH acidos, se aumenta la actividad hidrolitica, y
se cree que bajo modificaciones internas de las enzimas acrosomales se presenta
una actividad proteolitica en la superficie de la membrana sugiriéndose asi un
importante papel intra-acrosomal en el proceso de maduracion del espermatozoide
(Tulsiani et al., 1998).

La membrana acrosomal interna se encuentra justo sobre la membrana externa del
nacleo y la membrana acrosomal externa se encuentra inmediata a la membrana
plasmatica (Gerton, 2002). Estas membranas parecen ser inestables pero presentan
un arreglo alrededor de la membrana compuesto por proteinas que se pretenden
son las encargadas de ayudar a estabilizar la membrana acrosomal externa durante

la reaccion acrosomica, la cual esta compuesta por un grupo de proteinas
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principales de alta densidad 290, 280, 260, 115, 81, 58, y 46 kDa junto con un set
de proteinas de baja densidad 34 a 12 kDa (Olson, Winfrey, & Noland, 1985).

Se conoce que el material del acrosoma estd compuesto principalmente por
hialuronidasa la cual se encuentra en el segmento principal del acrosoma y acrosina
la cual actia sobra la zona pelucida. Dentro de las enzimas presentes en el
acrosoma también se encuentran inhibidores de la accién de la acrosina al igual que

los presentes en el plasma seminal (Eddy, 2006) ver Tabla 1-2.

Tabla 1-2: Principales moléculas proteicas asociadas a la regiéon acrosonal del

espermatozoide.

Proteina/ Enzima Actividad Referencia
Catepsina D

Colagenasa .

Di.I peptidasa Il Proteinasas (Gerton, 2002)
Metaloproteasa

a L Fucosidasa

B D galactosidasa
B D glucoronidasa
B N hexosiminasa

Glucosidasas

(Eddy, 2002)

(Gerton, 2002; Ignotz,
Lo, Perez, Gwathmey, &
Suarez, 2001)

Forma precursora de la acrosina,

SP32 inhibidor de la reaccion | (Baba et al., 1994)
acrosomica.
_ Protel_nasa especnjca ala Serina (Bonaccini, 2012:
Acrosina (proteinasa) relacionada con la | -,
s . Céanovas & Coy, 2008)
penetracion de la zona pelucida.
. (Bonaccini, 2012;
Proteina soluble se encuentra en
. . ) . Ellerman, Myles, &
Hialuronidasa la matriz o unida a la membrana : .
) Primakoff, 2006; Zhu,
(PH20) acrosomal interna. MV & Primakoff
Glicohidrolasa yes, rimakot,
2001)

1.2.2 Caracteristicas del plasma seminal

De acuerdo a multiples estudios, se define el plasma seminal (PS) como una mezcla
compleja de secreciones que provienen de testiculos, epididimos y glandulas

sexuales accesorias (Topfer — Petersen et al., 2005)., el cual, ademas de cumplir
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con una funcion motora, al facilitar el desplazamiento de los espermatozoides dentro
del tracto reproductivo de la hembra, contiene factores que modulan la capacidad
fecundante del espermatozoide (Aslam et al. 2014, TOPFER-PETERSEN et al.,
2004), otra funcién del PS es su rol protector de la célula esperméatico en los érganos
reproductivos de la hembra, ya que contiene factores que modulan la respuesta
inflamatoria tras la monta (suprime la activacion del sistema del complemento, la
guimio taxis de polimorfo nucleares neutrdéfilos “PMN” y la fagocitosis) (Troedsson et
al.,, 2005, Robertson, 2007); sus proteinas protegen selectivamente a los
espermatozoides vivos y juega un rol importante en el transporte y eliminacion de
espermatozoides muertos (Loomis, 2006). lgualmente, participa de manera
importante en la maduracion final del espermatozoide a través de cambios
hormonales, enzimaticos y modificacién de la superficie de membrana espermatica
(Muifio-Blanco, Pérez-Pé, & Cebrian-Pérez, 2008).

Diferentes estudios reconocen que el PS tiene efectos cruciales sobre aspectos
asociados a las diferentes variables de calidad espermatica, incluyendo la motilidad,
la regulacion de la capacitacion, y el almacenamiento de espermatozoides en el
tracto reproductivo de la hembra (Maxwell et al., 2007; Talevi y Gualtieri, 2010;
Leahy y Gadella, 2011).

A pesar de la importancia fisiol6gica del PS, su composicion molecular es compleja
y varias de las proteinas presentes en el, son poco conocidas; este posee
caracteristicas inherentes a cada especie, pudiendo diferir entre los tipos y la
actuacion de las proteinas espermaticas (Moura et al., 2010); diversos estudios
estan siendo relacionados con el objetivo de encontrar proteinas del PS ovino que
puedan ser utilizadas como posibles marcadores de congelabilidad y de fertilidad
del semen (Stryer, 1988; jobin et al 2003); En los ultimos afios algunas de estas han
sido identificadas, aisladas y caracterizadas (Almadaly, Farrag, Saadeldin, EI-Magd,
& El-Razek, 2016) Estudios demuestran que muchas de las proteinas del PS varian
entre especies y se asocian a fertilidad (Yue et al., 2009), ademas, han demostrado

gue componentes del PS inhiben la capacitacion (Taleviy Gualtieri, 2010). y poseen

40



Revision de Literatura

la habilidad de revertir los efectos de dafio provocados por el choque térmico,
mejorando la viabilidad y la heterogeneidad de la membrana plasmatica de semen
crio preservado de ovinos (Cardozo, Grasa, & Cebrian, 2009; Moura et al., 2010;
Ollero, Bescos, Cebrian-Pérez, & Muifio-Blanco, 1998). Sin embargo, estudios sobre
las proteinas del PS y de la membrana espermatica todavia necesitan definir los
tipos de proteinas y los mecanismos de accion que afectan la viabilidad de estos
gametos (ASADPOUR et al., 2007).

Los analisis bioguimicos de PS se utilizan para la evaluacion del semen, porque las
caracteristicas del eyaculado por si solas no son completamente satisfactorias para
la evaluacion de este, en las practicas actuales de la inseminacion artificial

comercial. (Almadaly et al., 2016)

1.2.3 Proteinas del plasma seminal

Los espermatozoides presentan una capacidad biosintética limitada por lo que su
actividad funcional esta regulada principalmente por factores externos que actian
sobre la superficie celular y componentes de la membrana plasmética (Luna, 2015).
Entre las modificaciones que se producen en la membrana plasmatica durante la
maduracion de los espermatozoides en el epididimo y en el proceso de capacitacion,
estd la adsorcion de componentes de los fluidos genitales (Cardozo, 2006),
proteinas del epididimo (Marengo, 2008) y del plasma seminal (Souza et al., 2008),
reorganizandose topograficamente en regiones especificas (dominios) de la

superficie celular (Wolf et al., 1986).

Estas proteinas son capaces de unirse fuertemente a la membrana plasmatica,
modificando su estructura y propiedades drasticamente. La unién de algunas
proteinas a la membrana es tan fuerte, que resultan practicamente indistinguibles
de las proteinas intrinsecas de la membrana, mientras que otras pueden eliminarse
facilmente con un simple lavado (Russell et al., 1985). Se ha comprobado que la
unién de algunos de estos polipéptidos a la membrana de espermatozoides de

diferentes especies, resultan indispensables para la adquisicion de su capacidad
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fecundante (Caballero et al., 2012; Muifio-Blanco et al., 2008; Souza et al., 2008).

Las proteinas del plasma seminal pueden tener funciones muy diversas e incluso
pueden ser multifuncionales (Aumuller and Riva, 1992). Se ha sugerido que algunas
de las proteinas de la superficie espermatica son esenciales para el mantenimiento
de la estabilidad de la membrana hasta el momento de capacitacion “actuando como
factores descapacitantes” (Manjunath et al., 2007); de acuerdo a esto ultimo, se cree
gue el papel principal del plasma seminal es mantener los espermatozoides en un
estado descapacitado (Cardozo, 2006). Otros estudios recientes han evidenciado la
presencia de proteinas del plasma seminal en el acrosoma de diferentes especies
(Caballero et al., 2012), que deben ser eliminadas o modificadas de alguna forma,
para que los espermatozoides puedan experimentar la reaccion acrosémica y

fecundar al ovocito (Luna, 2015).

Durante los ultimos afios, muchos estudios han intentado elucidar el papel que las
proteinas del plasma seminal llevan a cabo en la funcionalidad espermatica, si bien
se han obtenido resultados controvertidos y su mecanismo de accidbn no es
completamente conocido al dia de hoy. La complejidad y variabilidad de la
composicién del plasma seminal entre razas, especies, machos e incluso entre
fracciones del mismo eyaculado, hace que esta mision sea todavia mas complicada
(Luna, 2015). Mientras algunos estudios han demostrado que la adicion de plasma
seminal al medio en el que se diluyen los espermatozoides, puede reducir la
funcionalidad y fertilidad espermatica (Moore et al., 2005), otros muchos autores
demuestran que la adicién del plasma seminal en determinadas etapas de la
manipulacion espermatica, estabiliza la célula evitando que se produzca una
capacitacion prematura, mejorando asi la viabilidad y capacidad fecundante de

estas células (Vadnais et al., 2007).

Algunas proteinas parecen ser beneficiosas para las funciones espermaticas, tales
como motilidad, capacitacion, reaccion acrosomica, viabilidad, y/o interaccion con el
ovocito (Luna, 2015). Se ha confirmado el efecto positivo que las proteinas del
plasma seminal ejercen manteniendo la motilidad espermatica y la viabilidad en

espermatozoides de toro (Maxwell et al., 1996), ovejo (Barrios et al., 2000) y cerdo
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(Maxwell et al., 2007). En espermatozoides de conejo se ha encontrado un receptor
de superficie de esperma para un complejo de proteinas del plasma seminal que

aumenta la motilidad y la viabilidad espermética (Minelli et al., 2001a).

La adicion de plasma seminal también ha logrado mejorar la fertilidad tras la
inseminacion artificial en ovino (Lépez - Pérez and Pérez - Clariget, 2012), jabali
(Rozeboom et al., 2000), caballo (Alghamdi et al., 2004) y cerdo (Okazaki et al.,
2012), aunque el efecto del plasma seminal en los espermatozoides se ve influido
por varios factores tales como su origen (donante, temporada y fraccion de PS), la
proporcion entre factores capacitantes y des-capacitantes presentes en el plasma
seminal y el posterior procesamiento de los espermatozoides (Strzezek et al., 2005).
Esta controversia en cuanto a los efectos beneficiosos o no del plasma seminal es
mayor en espermatozoides sometidos a choque térmico por frio (cold-shock) o a
procesos de crio preservacion (Bergeron and Manjunath, 2006). Es bien sabido que
las bajas temperaturas alteran la funcién de los espermatozoides (Watson, 1995a)
y que el cold-shock produce desestabilizacion de las membranas y deterioro de la

funcion espermatica (Luna, 2015).

Algunas de las principales proteinas del PS encontradas en las diferentes especies
domesticas en las que se han realizado estudios de fertilidad han sido descritas. En
bovinos el PS posee la familia de las proteinas designadas como BSP-Al / -A2 y
BSP-A3 (15-17kDa), BSP-30 (28-30kDa), relacionadas con la motilidad progresiva
(37,5kDa). LA FALCI et al. (2002) identificaron algunas proteinas del PS en caprinos
con afinidad a la heparina (HAPs), cuya masa molecular es de 73 a 104kDa y de
119 a 178kDa. VILLEMURE et al. (2003) encontraron cuatro bandas proteicas en el
plasma seminal de caprinos, denominadas GSP-14kDa, GSP-15kDa, GSP-20kDa y
GSP-22kDa, homodlogas a las BSP. En equinos, las proteinas HSP-1 (22-25kDa),
HSP-2 (25kDa, pl 6,5-6,9), HSP-7 (14kDa) y HSP-12 kDa pertenecen a la familia de
las espermadesinas, y la SP -1 tiene correlacion positiva con la fertilidad (TOPFER-
PETERSEN et al., 2004) En el semen de carnero se encuentran proteinas y
aminoacidos alrededor de 4.9 (4.1-6.2) g/dl. (Dukes y Swenson, 1981), y por lo
menos del 30 al 39 % de las proteinas del plasma seminal son distintas a cualquiera

de los presentes en la sangre” (Salisbury y col., 1978)
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1.2.4 Condiciones de Estrés térmico

En ambientes tropicales existe una necesidad constante para que los animales
permanezcan en equilibrio térmico con el ambiente, Una alta carga de calor radiante
da como resultado un desequilibrio, que puede generar un estrés por calor
demandando una mayor necesidad de energia para el mantenimiento, reduciendo
la tasa de crecimiento y la productividad del animal, especialmente cuando los
animales son criados en régimen de pastoreo (Juliane, Santana, Lopes, & Aiura,
2017).

En este contexto, para que el animal pueda vivir en un ambiente donde las
condiciones ambientales cambian constantemente, debe existir un desarrollo
fisioldgico, anatomico y conductual del individuo, con el objetivo de favorecer su
supervivencia. Estos ajustes estan asociados a determinar un mecanismo para
mejorar la transferencia de calor, disipar la energia térmica de origen metabdlico y

el calor recibido del ambiente.

El testiculo como parte de los érganos externos del tracto reproductivo del macho,
el cual es responsable de la espermatogénesis, requiere constantemente activar un
mecanismo de termorregulacién, en el fin de mantener una temperatura adecuada
para el desarrollo de las células germinales, este control de temperatura se mantiene
por un sistema de enfriamiento que comprende el escroto y el plexo pampiniforme
P. L. Senger 2003).

En mamiferos, la temperatura del testiculo debe variar de 2 a 8°C por debajo de la
temperatura corporal para asegurar la espermatogénesis exitosa (P. L. Senger
2003), temperaturas mas elevadas conducirian a un aumento del metabolismo
testicular sin un aumento correspondiente en el suministro de sangre, resultando en

hipoxia local y efectos deletéreos para el tejido (R. J. Aitken and S. D. Roman, 2008).

Este mecanismo de termorregulacion y sus efectos frente a la produccion de

espermatozoides ha sido asociado a la variacion en la circunferencia escrotal (SC)
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de ovinos, siendo menos afectados las razas de pelo frente a las razas tipo lana
(Celis et al. 1987, Martinez et al., 1994). Otros estudios realizados en las regiones
tropicales y subtropicales del norte de Brasil, han demostrado que los caprinos se
reproducen en todas las épocas del afo, pero sufren influencia de factores
ambientales, tales como alimentacion y temperatura (NUNES, 1988). Ya que el
estrés provocado por temperaturas ambientales elevadas, ademas de interferir en
los parametros fisioldgicos (temperatura rectal y frecuencia respiratoria), afectan el
desempefio reproductivo de los animales via eje hipotdlamo-pituitaria-gbnada
(RIVER & RIVEST, 1991).

Otros estudios sefialan que en paises de clima templado, la estacién reproductiva
determina un aumento en la secrecion de las glandulas sexuales accesorias de
caprinos y, consecuentemente, en el volumen seminal, con reduccién en la
concentracion espermatica (LEBOEUF, 2000) ademas la humedad relativa, la
precipitacion y la temperatura, podrian tener un efecto sobre los periodos de
apareamiento al incrementar los niveles de estrés (Galina et al., 1996).

Algunos estudios han demostrado que el estrés por calor es un factor importante en
el aumento del estrés oxidativo en las células espermaticas, disminuyendo la

fertilidad de rumiantes y humanos.

1.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo, es un estado en el cual, bioquimicamente el eyaculado se
encuentra en un desequilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y la capacidad natural del mismo para contrarestar y eliminar radicales libres
mediante su sistema antioxidante, lo cual genera dafios sobre la célula afectando su
funcionalidad (Halliwell, B. 2006), (Halliwell and J. M. C. Gutteridge, 2007), (Lozano,
2009)). Un aumento en la produccion de ROS o la disminucion de los niveles de
antioxidantes propios del plasma seminal, por efectos externos, influyen en el nivel

de estrés que puede soportar el espermatozoide.
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Sin embargo, como todas las células que viven bajo condiciones aerébicas, los
espermatozoides producen (ROS), proveniente de su normal actividad metabdlica
(Lamirande et al., 1997). Sin embargo la composicion lipidica, y en especial los
fosfolipidos como parte importante en la membrana del espermatozoide, poseen
una gran cantidad de &cidos grasos poliinsaturados, siendo altamente sensibles
durante la manipulacion y los cambios de temperatura, aumentando la produccion
de ROS. (Salomon and Maxwell 2000, P. Vernet, 2004), estos cambios en la
estructura y la funcionalidad de la membrana espermatica por efectos del estrés
oxidativo, pueden comprometer la habilidad para la fertilizacion. (F. M. Flesch and
B. M. Gadella, 2000). Los espermatozoides de machos ovinos producen altos
niveles de peréxido de hidrogeno, especialmente debido a altas cantidades de

acidos grasos poliinsaturados / saturados.

1.3.1 Produccion de ROS

Los ROS, son compuestos inestables de vida media corta (variando en milésimas
de segundo), que afectan procesos a nivel celular. Los radicales libres son
moléculas de oxigeno que contienen uno o0 mas electrones impares en sus orbitales,
al adicionar un electrén al di oxigeno se forma el anién superoxido, que es la
principal forma de ROS (Chandra et al, 2012; O’Flaherty et al. 2003). Existe una
amplia cantidad de ROS, especies reactivas de nitrogeno (RNS) y especies
reactivas no radicales (Silva, 2006). La busqueda de cuales ROS hace parte de los
procesos en las células espermaticas ha generado controversia, pero se ha
evidenciado la participacion de anién superoxido, perdxido de hidrogeno y radical
hidroxilo (Aitken & Nixon, 2013). El Anién superéxido (O2’) es el primer intermediario
en la reduccion molecular del oxigeno a agua en la cadena respiratoria. Como
especie reactiva no radical, se observa el Per6xido de Hidrogeno (H20:2), formado
por la reaccion de la enzima superdxido dismutasa (SOD) sobre el Oz o por
dismutacion espontanea del anion superoxido (O’Flaherty et al. 2003). Tiene la
facilidad de atravesar la membrana y es altamente reactivo (Cardenas & Pedraza,
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2005; Silva, 2006). ElI Radical hidroxilo ((OH), es un compuesto fuertemente
oxidante, responsable de la peroxidacion lipidica y dafio de las proteinas. Suele
actuar en los sitios cercanos a donde se producen, generdndose por la reaccion
entre Oz y H202 en presencia de Hierro.

En algunos estudios realizados en balance redox, se comprobdé que los
espermatozoides mamiferos producen por horas, bajos y controlados niveles de
Anién Superdxido (02-) y Oxido Nitroso (NO-), para promover la capacitacion,
reaccion acrosémica, motilidad, hiper-motilidad y eventos de fosforilacién de las
proteinas (Chatterjee and Gagnon, 2001; O’Flaherty et al., 2003; Nunes da Silva,
2006; Lamirande & O’Flaherty, 2008; Ball, 2008; Chandra et al., 2012), necesarios

para adquirir el potencial fecundante.

Chatterjee & Gagnon (2001), reportaron la produccion de éxido nitrico (NO) en
espermatozoides bovinos, pero no presentdé cambios significativos a través del ciclo
de congelacion-descongelacion. El 6xido nitrico por otro lado se ha reportado que
posee una vida media relativamente larga para ser un radical libre y una aparente
reactividad mas alta que en anion superoxido (Lamirande & O’Flaherty, 2008).
Factores estresantes como la criopreservacion pueden generar un desbalance letal
de las condiciones oxidativas de la célula espermética, llevando a una
disfuncionalidad celular que afecta la fertilidad del semen (Aitken et al, 2014)

1.4 Sistema Antioxidante del plasma seminal

El PS contiene una gran variedad de sustancias antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas las cuales permiten neutralizar los ROS protegiendo al espermatozoide
contra la oxidacion (Pérez-Pé et al., 2001) y contribuyendo a mantener las variables
de calidad seminal, como la motilidad, la vitalidad. Se ha observado que el plasma
seminal tiene una alta concentracién de antioxidantes, mas que algun otro fluido
bioldgico, principalmente para compensar la deficiencia de enzimas en el citoplasma

espermatico.
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Los antioxidantes son compuestos que disponen, limpian y suprimen la formacion
de ROS ademas de generar un balance (Kasimanickam et al 2006; Chandran et al,
2012).Gran parte del complejo antioxidante del plasma seminal, proviene de fluido
del epididimo, con el fin de proteger la célula espermética del dafio oxidativo durante
el almacenamiento. En este contexto, el estudio de la actividad antioxidante en el
ambiente del epididimo podria proporcionar informacion sobre los mecanismos de

proteccion frente al estrés oxidativo causado por el estrés por calor.

En mamiferos, se han estudiado los primeros removedores de ROS en el semen
descritos como Catalasa (CAT), Superéxido Dismutasa (SOD) y Glutation
Peroxidasa (GPx), y varian entre especies en su abundancia relativa e importancia

en el plasma seminal (Lamirande et al, 1997; Ball, 2008; Chandra et al, 2012

= Catalasa

Es una enzima encargada de detoxificar el peroxido de hidrogeno (H202), que es
una molécula altamente permeable a la membrana (Silva, 2006). Es una enzima
epididimal que protege al espermatozoide del estrés oxidativo en el lumen epididimal
(Juyeva & Stelletta, 2012). Se ha relacionado como una proteina con un peso

molecular cercano a 60 KDa.

= Glutation Reductasa

El plasma seminal es una potente fuente de antioxidantes de alto peso molecular
como la Glutation Reductasa (GR) (Cecilia Vicenta Paparella, Argentina Bioquim
Adriana Beatriz Pavesi, Argentina Rodolfo Néstor Feldman, Beatriz Reina Bouvet,
& Argentina, 2015), es una enzima capaz de neutralizar el Peroxido de hidrogeno
(H202) y convertirlo en agua H20. Gran concentracion de la enzima se localiza

sobre la cola del espermatozoide Marti et al 2008.
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= Glutation Peroxidasa (GPx)

La Glutation Peroxidasa (GPx) es una enzima selenio-dependiente, que actia sobre
la fraccion de lipidos hidroperoxidados (Patricia F N Silva, Gadella, Colenbrander, &
Roelen, 2007); su efecto protector parece resaltar en situaciones donde las
condiciones son adversas garantizando asi, el potencial fértil del espermatozoide
(Cardozo et al, 2006) y es la principal enzima involucrada en la liberacion del
peréxido de hidrogeno. La mayor concentracion de esta enzima proviene del fluido
de las vesiculas seminales, y se localiza en el borde apical y la porcion

postacrosomal de la cabeza (Marti, Marti, Muifio-Blanco, & Cebrian-Pérez, 2008)

El Glutation actia como un donador de electrones, y puede reaccionar directamente
con el peréxido de hidrogeno, anidén superéxido, y radicales hidroxil. Trabaja en
sinergia con la Glutation Reductasa, para reciclar siempre el glutation oxidado
(Calvin et al. 1981) .Un atributo importante de los antioxidantes del plasma seminal,
es la alta concentracion de glutation en la forma reducida (GSH).

Asi como la enzima Super oxido dismutasa (SOD), la GPx ha sido relacionada con
las proteinas RSVP-14 y 20, las cuales estan principalmente involucradas con la

prevencion al estrés por frio (Marti el al, 2007).

1.4.1 Otras sustancias antioxidantes

Ademas de las enzimas antioxidantes, se ha observado que el PS tiene una alta
concentracion de otras sustancias antioxidantes, comparado con otros fluidos
biolégicos, y lo cual se ha relacionado directamente como un mecanismo para
proteger la célula espermética dada la ausencia de muchas enzimas en el
citoplasma.

Una gran bateria de compuestos se encarga de hacer efectiva la proteccion
antioxidante, que generalmente estan en fluidos como el plasma o internamente en
las células espermaticas, a continuacion se relacionan algunas de las sustancias

antioxidantes mas representativas en el plasma seminal.
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e Superoxido Dismutasa (SOD)

La enzima super oxido dismutasa (SOD) proveniente de las vesiculas seminales,
ejerce sus funciones después de la eyaculacion, y se localiza en el espermatozoide
principalmente a nivel acrosomal, post-acrosomal y en parte del flagelo (Juyena &
Stelletta, 2012). Esta enzima es la encargada de eliminar el radical superéxido (O*Y).
Se conocen tres isoformas de esta enzima, una citosolica (Cu/ZnSOD) asociada a
cobre y zinc, una intra-mitocondrial asociada al magnesio (MnSOD), y finalmente
una extracelular igualmente asociada al cobre y zinc (EC-Cu/ZnSOD). Las isoformas
citosolica e intra-mitocondrial cumplen la funcion especifica de remover radicales
libres generados por el metabolismo de las mitocondrias (Silva, 2006). De las tres
isoformas, la actividad de la CuzZn-SOD es muy alta, y la Mn-SOD y EC-SOD es baja
en el plasma seminal (Eghbali et al, 2008). De cierto modo, la enzima SOD vy
Catalasa, trabajan de forma sinérgica con la dismutacion espontanea del anion
superoxido hasta convertirlo en agua.
e Vitaminas

Vitamina C: El acido ascoérbico es un donador de electrones, que tiene una accién
potente en medios acuosos por ser soluble en agua. Al tener un caracter reductor
hace que reaccione rapidamente con el O** y con el "OH, ademas tiene una gran
capacidad para captar ion hipoclorito CIO"

Vitamina E: a-tocoferol neutraliza al radical “OH, dada su ubicacién en las

membranas, tiene un caracter importante por la gran cantidad de lipidos.

e Glucoproteinas

Transferrina y Ceruloplasmina: Son transportadoras de metales de transicién,
hierro y cobre respectivamente, que son generadores de ROS. Sin embargo, la
capacidad antioxidante enddgena puede ser insuficiente para prevenir la
peroxidacion lipidica durante procesos de baja temperatura en el espermatozoide
(Coyan et al, 2010).
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1.5 Cuantificacion e Identificacion de proteinas.
1.5.1 Métodos de cuantificacidon

En la practica existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas los
cuales estan asociados a las diferentes propiedades de las mismas, como la
capacidad de unién a diversos colorantes, o la capacidad de absorber la luz UV.
Sin embargo, de acuerdo al método a utilizar existen algunas ventajas o desventajas
asociadas al tipo de muestra, o la sensibilidad de la prueba, por ejemplo, el uso de
meétodos de absorcidn para la cuantificacion de proteinas permiten mantener intacto
el estado de la muestra, sin embargo dentro de la composicién de la misma, pueden
existir otros componentes que pueden interferir con la absorcién de luz UV; los
métodos colorimétricos, varian de acuerdo a la sensibilidad de la muestra
haciéndolo bastante o poco confiables, pero, perdiendo parte de la muestra para el
desarrollo de la prueba. Los principales métodos colorimétricos utilizados en la
cuantificacion de proteinas son: Método de Lowry, Método de Biuret; Método BCA,
Método de Bradford.

= Método de Lowry

Depende de la concentracién de tirosina y triptéfano de la muestra. Consiste en dos
reacciones:
1. Reaccion de Biuret
2. Reaccion de Folin:
Caracteristica de los grupos —OH reductores de los aminoé&cidos tirosina y
tript6fano que, junto con los complejos Cu**, reducen el reactivo de Folin
generando un color azul.
Es una prueba bastante sensible, de acuerdo a la curva de calibracion utilizada, (5-
750 nm), sin embargo, no todas las proteinas de la muestra reaccionan igual,
ademas la prueba presenta muchos inconvenientes cuando las muestras presentan

componentes como el sulfato amaonico, o detergentes no idnicos.
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= Método de Biuret

En solucion alcalina el Cu**, reacciona con el enlace peptidico de las proteinas
grupos NH, dando un color purpureo que se cuantifica espectrofotométricamente

(540nm). Como estandar se utiliza una solucion de albumina.
Proteina + Cu+2 > Complejo Cu-Proteina (purpura).

Es un prueba econdmica, y presenta bastante afinidad por las proteinas, sin
embargo es una prueba de baja sensibilidad (>1000ug), por lo que se sugiere utilizar

en muestras muy concentradas.

= Método de Bradford

El colorante en solucién acida, es un colorante hidrofébico cuyas disoluciones
acuosas en presencia de acido fosférico tienen un color pardo (naranja) y que al
encontrarse en el entorno hidrofobico del interior de una proteina, origina un color
azul intenso. Las proteinas se unen al colorante para formar un complejo proteina
colorante. El desarrollo de este método es bastante sensible 1-15ug, y resulta
econdémico en la practica, ademas pocas sustancias interfieren con la determinacion,
algunas de ellas son los detergentes y soluciones béasicas. Para el desarrollo de
este método de cuantificacién, se utiliza una curva patréon, donde se conoce
previamente la carga de proteina, generalmente se utiliza seroalbumina bovina, y la

medida se realiza a 595nm.

1.5.2Métodos para la identificacion de proteinas

La mayoria de componentes de la naturaleza y del cuerpo en general, estan
constituidos por una gran cantidad de proteinas este es el caso de células, fluidos

organicos, secreciones y tejidos del cuerpo, las cuales pueden ser sujetas a analisis
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e identificacion, mediante estudios en el area de la proteOmica. Actualmente, la
protedmica es aceptada como el método mas eficaz para el andlisis de las proteinas
producto de la expresion génica, ya que facilita la identificacion de cambios
cualitativos y cuantitativos en las proteinas (Cardozo, 2006); en contraste con la
genomica, la expresion de proteinas responde no solo a la presencia de los genes

sino a factores externos del medio, que permiten su expresion.

Profundizar en el campo del protebma especifico de los espermatozoides, el
proceso de funcion de las proteinas y su regulacion proteolitica, biomarcadores y
vias funcionales tales como mecanismos que inducen el estrés oxidativo, permitiran
obtener mayor conocimiento de las funciones fisiolégicas de este gameto (Plessis et
al, 2011; Argawal et al, 2014). Los estudios protedmicos pueden ayudar a identificar
alteraciones en la expresion de proteinas o modificaciones translacionales que
ocurren durante la maduracién espermatica e involucra la funcion de proteinas
(Argawal et al, 2014).

A la fecha, hay muchas técnicas que son aceptadas y utilizadas en estudios
protedmicos para investigar el protebma espermatico en relacion a las funciones de
motilidad, fusion y fertilizacion. El método mas comun es el SDS-PAGE, precursor
del 2D-DIGE, o segunda dimensién conocidos como electroforesis (Memili et al,
2015).

= SDS- PAGE Electroforesis Unidimensional

La electroforesis es una herramienta que utiliza corriente eléctrica con el fin de
separar las moléculas segun su tamafio y carga. El desplazamiento de las moléculas
se presenta por atraccion hacia la carga opuesta. Segun el principio de la
electroforesis unidimensional en SDS-PAGE (matriz polimérica en presencia de un
agente desnaturalizante), descrito por Laemmli (1970), las moléculas migran de
acuerdo a su peso molecular hasta depositarse en el tamafio de poro que impida el

avance de la molécula.
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Los geles de poliacrilamida son el resultado de la polimerizaciéon del monomero
acrilamida y la bis-acrilamida (N N"-metil-bis-acrilamida) en presencia de per sulfato
de amonio (APS) y la tetrametiletiléndiamina (TEMED). El APS activa al TEMED, el
cual a su vez activa al mondmero de acrilamida para que polimerice. Las cadenas
de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bis-acrilamida, formandose asi
una red de porosidad uniforme. Varias modificaciones pueden realizarse para

obtener geles con caracteristicas especificas segun sea necesario (Restrepo, 2012).

» Electroforesis bidimensional (2D-PAGE)

La electroforesis en geles de poliacrilamida en dos dimensiones (2D- PAGE) es el
centro de las investigaciones en protedmica dado que es capaz de separar
simultaneamente gran cantidad de proteinas. La técnica envuelve la separacion de
cientos de proteinas, en primera instancia, por su punto isoeléctrico mediante un
isoelectroenfoque (IEF). Con el uso de un gradiente de pH, las proteinas se separan
hasta que alcanzan una posicién estacionaria en la cual su carga neta se hace cero,
punto que se conoce como isoeléctrico. De otro lado, en la segunda dimensién las
proteinas se separan de acuerdo a su peso molecular relativo, haciendo pasar cada
proteina por una matriz polimérica que constituye la base de la separacién dado que
las moléculas con mayor peso molecular tendrdn mayor dificultad para atravesar la
matriz de poliacrilamida (Rueda, 2011). En combinacién con tinciones y software, la
técnica logra tener precision y un rapido procesamiento de las imagenes (Memili et
al, 2015). El uso de Western Blot e inmunohistoquimica, permite detectar la cantidad
y localizacién de proteinas blanco (Memli et al 2015), la composicién de proteinas
se apoya en el uso de técnicas de espectrofotometria de masas MALDI-TOF-TOF o
MS/MS (Wilkins et al, 1996), y su identificacion permite alimentar una gran base de
datos que gracias a la bioinformatica se encuentra al servicio de la investigacion
(Plessi et al, 2011)
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1.6 Objetivo

1.6.1 Objetivo General

Determinar el efecto del periodo climético sobre las variables de calidad seminal,
la expresion de proteinas y la capacidad antioxidante del plasma seminal de machos

ovinos en condiciones de Tropico Bajo Colombiano.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Evaluar las variables de calidad seminal en muestras de semen de machos

ovinos tipo pelo, durante una época de bajay alta precipitacion.

e Determinar la actividad de 3 enzimas antioxidantes en el plasma seminal

ovino durante las épocas de baja y alta precipitacion.

e Determinar las variaciones en la concentracion y la expresién de proteinas
del plasma seminal en los diferentes tipos raciales mediantes electroforesis

unidimensional (1D).

e Estimar el grado de correlacién que existe entre la expresion de proteinas y
la capacidad antioxidante del semen en las diferentes épocas de

precipitacion, con las variables de calidad seminal.
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Efecto del Periodo climético en la expresion de proteinas y la capacidad antioxidante del
plasma seminal ovino en condiciones de trépico bajo Colombiano

2.Efecto del periodo climatico sobre las
variables de calidad seminal, la expresion de
proteinas y la capacidad antioxidante del
plasma seminal de machos ovinos en
condiciones de Tropico Bajo Colombiano

2.1 Introduccidén

La produccion ovina en zonas de tropico bajo colombiano estd altamente
diferenciada por la presencia de biotipos raciales tipo pelo, de acuerdo a su
capacidad de adaptacion y su alta tolerancia a condiciones ambientales tropicales.
Sin embargo, la variabilidad en los valores de temperatura, humedad y
precipitacion en estas zonas, son un factor que puede causar niveles de estrés
caldrico sobre los individuos, afectando directamente el metabolismo y la capacidad

reproductiva del macho ovino.

La libido de los machos, la capacidad de recuperacién entre montas, y el nimero
de hembras para servicio en los diferentes periodos, afecta la calidad y/o la
capacidad de las células espermaticas en los diferentes eyaculados. (Carvajal-
Serna. M, 2015) algunos factores como la época del afo, la edad, la raza y la
frecuencia de montas, que pueden afectar el eyaculado teniendo un efecto en la

calidad seminal (Volumen, concentracion, motilidad, normalidad, etc.), y la



composicion del plasma seminal, observando que sucesivas eyaculaciones
pueden alterar la concentracién espermatica y el volumen (Yotov et al, 2011).

Los cambios metabolicos y fisiolégicos que ocurren en el animal cuando esta
expuesto a condiciones de estrés calorico, y los cuales afectan su capacidad de
respuesta fisiologica frente a ambientes extremos, han sido relacionados con una
variacion en la expresion de proteinas en el plasma seminal (PS), las cuales
cumplen una funcion especifica en la funcionalidad de la célula espermatica, desde
el momento de la eyaculacion, hasta terminar su paso por el tracto reproductivo de
la hembra. Gran parte de estas proteinas corresponden a un complejo sistema
antioxidante con el cual cuentan los individuos para proteger a la célula y evitar
cambios en su estructura y su funcionalidad al estar sometidas a estas condiciones
de estrés.Teniendo en cuenta la labor de los componentes protéicos del plasma
seminal sobre las funciones espermaticas, se podria asumir que la ausencia,
presencia baja o sobre expresion de proteinas y enzimas especificas pueden
alterar las funciones espermaticas, la calidad y la habilidad fertilizante (Argawal et
al, 2014; Sharma et al, 2015). Una técnica que aunque no es altamente especifica,
pero que ha servido como herramienta inicial de estudios en el area de la
protedmica, ha sido la identificacion de bandas de proteinas de acuerdo a su peso
molecular (SDS- PAGE) -y la cual da un primer acercamiento al reconocimiento
de moléculas proteicas presentes en el plasma seminal y la cuales se pueden
correlacionar con el comportamiento de las diferentes variables de calidad seminal
de importancia a nivel productivo como la motilidad progresiva, este uno de los
parametros mas usados en la evaluacion de la calidad espermatica, describiendo
el estado energético de los espermatozoides (Palacin et al, 2013). Teniendo
presente que es uno de los aspectos mas importantes para que la célula logre la

fertilizacion (Contri et al, 2010).

Actualmente, no hay evidencia de estudios en el pais que determinen si existe un
efecto del periodo climatico en zonas de trépico bajo colombiano, sobre las
variables de calidad del eyaculado de ovinos tipo pelo, por ello, el objetivo del

presente estudio fue determinar si existe un efecto sobre las variables de calidad
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seminal, la actividad antioxidante y la expresion de proteinas en el plasma seminal
de machos ovinos de las razas Katahdin y Santa Inés, bajo condiciones de tropico

bajo durante un periodo de baja y alta precipitacion.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Ubicacion geogréafica

El presente trabajo se desarrollé en el Centro Regional de Desarrollo Tecnologico
y Extensién Ovina- Tolima (CRDTEO-Tolima), ubicado en la vereda Chaguala
Adentro, en el municipio de Coello departamento del Tolima, con una latitud
N 04°19 W74°57, y altitud de 329 m.s.n.m, cuya clasificacion climatica corresponde
a clima tropical célido y bosque seco tropical de acuerdo a la clasificacion de
(Holdridge, 1947; Pomar J. E., 1985), esta zona geografica del pais presenta una
temperatura y humedad relativa promedio de 28 + 4° C y 64+ 30%
respectivamente; La investigaciéon se condujo entre los meses de Abril y Mayo
periodo baja precipitaciéon (PBP) — junio y julio, periodo alta precipitacion (PAP), de

acuerdo a los registros historicos de precipitacion propios de la zona.

2.2.2 Seleccion de animales

Los individuos a incluir en la investigacién fueron sometidos a una evaluacion
reproductiva de acuerdo a los criterios del BSE (Breeding Soundness
Examination) para determinar su potencial reproductivo, su estado sanitario y su
capacidad de monta. Se seleccionaron 14 machos aptos reproductivamente de las
razas Katahdin y Santa Inés, los cuales fueron clasificaron en 3 grupos
experimentales teniendo en cuenta la edad reproductiva (jovenes 1-3 afios;
Adultos >3 afos) asi: Katahdin joven GKJ (n=3); Santa Inés Joven GSJ (n=6);
Santa Inés Adultos GSA (n=5). El examen se desarroll6 de acuerdo a los
paradmetros definidos en el Anexo A. Todos los individuos se encontraban en una
condicion corporal entre 3,5 +0,5 de acuerdo a la escala de Edmonson et al.,
(1989), adicional a ello se les realiz6 una valoracion de la carga parasitaria al inicio



del experimento y se hizo un seguimiento una vez al mes, de acuerdo a la
metodologia de conteo con camara de Mc Master propuesta por
Hansen y Perry, (1994) Anexo B. Los machos fueron sometidos a un periodo de
evacuacion y se mantuvieron en descanso de montas durante 4 semanas, todos
se encontraban bajo las mismas condiciones ambientales, de alimentacion
(pastoreo Cynodon nlemfuensis, Dichanthium aristatum) suministr6é de 35gr de sal

al dia y agua Ad Libitum) y las mismas condiciones de manejo.

2.2.3 Colectay manejo de semen

Previo a cada colecta, se realizd un lavado prepucial a cada macho con solucién
salina (NaCl 0,9%) con el fin de librar posibles impurezas que pudieran afectar el
eyaculado. Los machos fueron colectados por medio de vagina artificial marca
IMV®, de acuerdo al protocolo aprobado mediante oficio CB- 092-2015 del Comité
de Bioética y Bienestar animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y de
Zootecnia (Anexo C); se evaluaron el primer y segundo eyaculado de cada
individuo por separado, y se realiz6 un seguimiento durante un total de 14 semanas
(7 semanas PBP y 7 semanas PAP). Adicionalmente y previo a las colectas, se
realizd la medida de la circunferencia escrotal para determinar si existen
variaciones a lo largo del tiempo, para ello se utilizé un una cinta métrica (+0,1cm)

(ver Anexo D).

2.2.4 Evaluacion de la calidad seminal

Una vez obtenido el semen se realiz6 la evaluacibn macroscopica para las
variables: volumen, utilizando tubos coénicos estériles aforados (+ 0,1ml), color, y
aspecto; para la evaluacion microscopica se utilizd el equipo Kruss MB2000 y se
determind el Vigor espermatico (1-5) con objetivo 4X, la motilidad individual
progresiva (%) en una dilucion 1:75 con un objetivo 20X, la viabilidad (% de
espermatozoides con membrana intacta) y la morfologia espermatica (%

espermatozoides normales) se determinaron a partir de recuento en placa (200
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células) mediante la tincion Eosina-nigrosina con un objetivo 100X. La
concentracion espermatica fue determinada mediante fotometria con el equipo
Spermacue Accuread IMV® con una longitud de onda de 600 nm, segun las
especificaciones del equipo para la especie ovina (ver Anexo E).

2.2.5 Obtencidén del Plasma Seminal

Una vez evaluada la calidad seminal, se agruparon el primer y segundo eyaculado
de cada individuo, y las muestras de semen se centrifugaron a 7500 G x 10 minutos
en una centrifuga Hermmele a 4°C; el sobrenadante fue separado y sometido a una
segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones; el plasma seminal obtenido
se filtrd utilizando una membrana (filtro millipore 0,22mm),y fue almacenado en crio-
viales adicionando 10% v/v de inhibidor de proteasas (Phenylmethanesulfonyl
fluoride-PMSF), las muestras fueron rotuladas y almacenadas a -20°C hasta su

uso.

2.2.6 Determinacion de la actividad antioxidante

La unidad de actividad antioxidante se defini6 como (Ul) la cantidad de enzima
necesaria para catalizar la formacion de un umol de producto por minuto, o la
desaparicion de un umol de sustrato por minuto en las condiciones del ensayo.
Las determinaciones enziméticas se realizaron midiendo para GPx y la GR, la
velocidad de oxidacion del NADPH a 25°C a pH 7,5.

= Catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa (Cat) se evalu6é determinando el descenso
en la absorbancia utilizando un espectrofotometro a 240nm, durante 3 minutos,
de acuerdo a la reduccion del peréxido de hidrogeno (H202) a agua (H20) y
oxigeno (O2) en presencia de catalasa (Ver formula #). La mezcla de la reaccion

consiste de 50mM buffer de fostato de sodio con pH 7y 10 mM de H202. Cada
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unidad de enzima es definida como la cantidad de enzima capaz de transformar

1,0pmol/min de H20:2.

cat
HZ 02 — 2H202 + 02

Glutation Peroxidasa (GPx)

La actividad de la enzima Glutation Peroxidasa (GPx) se cuantificé basada en
la oxidacion del glutation (GSH) a glutation oxidado (GSSG) cuya reaccion esta
catalizada por la enzima GPx usada como un aceptor de electrones, que luego
se acopla para reciclar el GSSG y convertirlo en GSH utilizando la GPx y [-
nicotinamina adenina di nucleétido fosfato reducido (NADPH). (Ver formula #)
La actividad se determind de acuerdo a la disminucién de la absorbancia del
NADPH a 340 nm, usando un programa cinético para determinar la tasa de
oxidacion del NADPH a NADP*, ya que la GPx es un factor limitante en la
reaccion acoplada. El ensayo se realizé en placas de 96 pozos, se afadieron 6
pl de plasma seminal a cada uno de los pozos para determinar las muestras
La mezcla de la reaccion consiste en 300mM de Buffer fosfato de Sodio, pH 7,2;
0,5mM EDTA; 54mU GR; 85 mM NADPH + H*; 2mM GSH y 1,2mM t-BuO:2H.
Una unidad causaria la oxidacién de 1,0 umol/min de NADPH/mI de plasma

seminal en 25°C a pH 7,5.

GP
ROOH + 2GSH =3 2ROH + H,0 + GSSG

GR
GSSH + NADPH + H* —» 2GSH + NADP*

La actividad de la GPx en las muestras se determin6 como la diferencia entre
el cambio en la absorbancia a 340nm/min de la muestra y el cambio de la
absorbancia a 340nm/ min del blanco, asi como se muestra en la ecuacion:

AAbs340nm (Muestra — Blanco) X FD
6,22 X Vol

En donde 6,228™para XTT: FD: Factor de Dilucion de la muestra; Vol: volumen

AGPx =

mililitros de la muestra
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= Glutation Reductasa (GR)

La actividad de la enzima Glutation Reductasa (GR) se midi6 por el
seguimiento de la disminucién de la absorbancia a 340 nm debido a la
oxidacion de la NADPH como consecuencia de la reduccion de la GSSG.
El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos, se afiadieron 6 pl de cada
extracto de muestra a cada pozo designado para evaluar la actividad de las
muestras, la muestra de la reaccion contiene 300 mM de Buffer fosfato de
sodio (7,2pH);0,5 mM EDTA, 85 puM de NADPH; 0,8 mM GSSG; 5 ul de
plasma seminal para completar un volumen final de 200pl. el cambio en la
absorbancia a 340 nm es monitorizado por 3 minutos una unidad puede
causar la oxidacion de 1umol/ min de NADPH/ ml de plasma seminal.

El cambio neto se estableci6 como la diferencia entre el cambio en la

absorbancia a 470 nm/ min del blanco.

AAbs (Muestra — Blanco) X FV
6,22 x Vol

AGR =

2.2.7 Cuantificacion Proteinas

La cuantificaciébn de proteinas en las muestras de plasma seminal se realiz6
mediante el método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1970), basado en los
cambios de absorbancia por la formacion de un complejo coloreado en un medio
acido, al unirse las proteinas de la muestra con el Coomassie Blue G250 presente
en el reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay). Las absorbancias fueron
determinadas mediante placas de Elisa de 96 pozos, con 2ul de muestra y 100ul
del reactivo, se utilizd una curva patrén de Albumina Bovina Sérica (BSA) de 50 a
800 pug/ml y se midié mediante un espectrofotdmetro (Tecan ®) con un longitud de

onda de 595 nm, todas las muestras se evaluaron por duplicado.
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2.2.8 Electroforesis SDS- PAGE
= Geles Acrilamida

La separacion de las proteinas se desarrolld6 mediante electroforesis
unidimensional SDS-PAGE segun Laemmli, (1970). Se utilizaron geles de
poliacrilamida con gradientes de 8% - 15% de 7 x 8 cm y 1mm de espesor. El gel
separador se preparé a partir de una solucion stock de acrilamida al 30%, un
tampdn con Tris-Base 1,38 M, EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 0.5My SDS
(Dodecyl sulfate de sodium) 10% en agua a pH 7.0; la polimerizacién se realizé con
0.8ul/ml de TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine) y 17 pl/ml de APS
(Persulfato de amonio) al 10%. Una vez polimerizado, se preparé el gel
concentrador el cual, se constituye de los mismos reactivos, pero la concentracion

de acrilamida es del 4%.

» Preparacion y corrida de la muestra

La muestra de plasma se agregé a una solucion compuesta por 60% de glicerol,
5% SDS, 0,125 M Tris-HCl a pH 6.8, 5% 2- Mercaptoetanol, 10 mM EDTA y 0,1%
Azul Bromofenol; se utilizaron 35ug de proteina. Para determinar el peso molecular
de las bandas de proteina, se utilizé un marcador de peso molecular cuyo rango de
peso fue de 10kDa a 250kDa (Xtra Precision Plus Protein Estandar BioRad). Se
utilizé una solucién tampon amortiguadora durante la electroforesis (solucién de
corrida) compuesta por Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1% (pH 8.3), la
electroforesis se realiz6 en cadmara lineal Miniprotean cell de Bio Rad a 90 voltios
durante 135 minutos.

= Tincion y documentacion de los geles.

Para la tincion de los geles se utilizé Azul de Coomassie al 0,0025%, con metanol

y acido acético, los geles permanecieron en la solucién de tincion durante 1 hora,
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posteriormente, los geles se sacaron y fueron sometidos a una solucion
decolorante a base de metanol al 30% y acido acético al 10 % (Flesh y gadella,

2000), hasta la visualizacion de las bandas de proteinas.

= Documentacién de geles y Analisis de imagen

La documentacion de los geles se realizd con el equipo (Molecular Imagen Gel
Doc®- BioRad), y fueron analizados con el programa (Quantity-One®- 4,6,9 -
BioRad). Se identificaron las diferentes bandas de proteinas de acuerdo a la
densidad Optica de la imagen, el volumen para cada una de las bandas, y se
determind la presencia o ausencia de las bandas entre los diferentes individuos, el
resultado se expresa en (+ 0 -) para la presencia o ausencia de las diferentes
bandas de proteinas respectivamente y el porcentaje relativo a la cantidad de

proteina disponible para cada una de las bandas.

2.2.9 Variables ambientales y calculo de ITH

El control de la dindmica del clima se realiz6 con una estacion meteoroldgica
WeatherLink 6.0.3, programada para medir con intervalos de 1 hora y durante 14
semanas, las variables de precipitacién (pp), temperatura (t°), y humedad relativa
(HR).

Para determinar el grado de estrés térmico en el que se encontraban los animales
se utilizaron dos indices probados en ovinos: 1) El Indice de estrés térmico (ITH)
teniendo en cuenta la férmula propuesta por Finnochiaro et al (2005) y 2) el Indice

de Temperatura y Humedad Relativa (THR) propuesto por Thom (1958).

HR
ITH = Tygy — 0,55 % [1 — (W) X (Toax — 14,4)]

Finnochiaro et al (2005)
Donde la T es la temperatura maxima en °C y HR es la Humedad Relativa en %.
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Los rangos en los cuales se determind el estrés término se relacionan asi:
ITH<22,2= Ausencia de estrés por calor; 22,2 a 23,3 (moderado estrés por calor);

23,4 — 25,6 (estrés severo por calor); 25,6< (estrés severo por calor).

HR
THR =08XT+ (ﬁ) x(T—-14,4) — 46,4

Thom et al (2005)
Donde la T es la temperatura méxima en °C y HR es la Humedad Relativa en %.
De acuerdo a la clasificacion utilizada por Hamn., (1985), los valores de THR para
clasificar el nivel de confort térmico de los animales fue: Ausencia de estrés
(THR<70); alerta (70-72); critico (73-78); peligro (79-82); emergencia (THR=83)

= Analisis estadistico

Los resultados para las variables de calidad seminal, actividad antioxidante y
concentracion de proteina se expresaron como la media (medias+ SD); para el
analisis estadistico se utilizd el procedimiento GLM y se utiliz6 el paquete
estadistico SAS 9,4 (Statistical Analysis System ®), se realiz6 un andlisis de
varianza ANAVA, con estructura factorial para determinar el efecto del periodo
climatico, los grupos raciales y su interaccion. Se realizé una prueba de Tukey para
determinar diferencia de medias; Ademas se utilizo el coeficiente de correlacion
de Pearson para determinar las correlaciones entre las diferentes variables. Las
diferencias estadisticamente significativas fueron consideradas con un valor de
P<0,05.
Yijk =p+Ri+I(Ri)+Sj+SR(ij)+ E

Yijk= Variable respuesta

p= Media

R= Efecto del grupo experimental i-esimo

I(Ri)=efecto de individuos dentro del grupo experimental
S= Efecto del periodo j-esimo

RS= efecto del Grupo experimental*periodo

E=error experimental
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2.3 Resultados

2.3.1 Dinamica del Climay céalculo del ITH

De acuerdo al seguimiento realizado sobre las variables climaticas y a los datos

referenciales de la zona, se determinaron dos épocas climaticas durante el

desarrollo de la investigacion; una época de menor precipitacion (64,8 mm) con

T° entre los 19,9y 36,9°C y HR entre 37 y 97, y una época de mayor precipitacion
(2132,6mm), con T° 19,4y 37,3°C y HR 30 y 97%. Adicional a esto, semanalmente

se calcularon los valores maximos, minimos y promedios de T, HR, y se calculo el

ITH y THR. En la tabla 2-1, se encuentra registrada toda la informacion

correspondiente al analisis de las variables climaticas.

Tabla 2-1: Dindmica de las variables climaticas

Epoca Periodo Baja Precipitacion Periodo Alta Precipitacion
Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
o Max | 341 348 369 359 356 352 355 | 361 34 37 349 364 347 37,3
§ _ | min | 228 211 209 213 218 199 197 | 208 209 192 199 201 194 20,9
S° | prom |27.35 2738 2844 2716 2725 2745 27,27 | 27,69 27,55 27,58 2692 2691 27,24 28,77
e Rango | 11,3 137 160 146 138 153 158 | 153 131 178 15 163 153 164
- Max | 97 97 9 98 97 96 95 | 97 94 97 97 97 96 o1
SS| Min | 49 47 37 44 45 42 37 | 34 44 30 41 34 36 30
%%5 prom | 81,2 809 748 796 807 744 711 | 730 71,5 703 769 736 693 634
- Rango | 48 50 59 54 52 54 58 | 63 50 67 56 63 60 6l
Prec(irﬁi;a)"ié” 24 88 06 144 38 146 02 | 264 0 196 36 506 O 0
ITH 28,5 20,0f 29,6+ 292* 201* 29,7* 281* | 28,2* 28,2* 28,3* 282% 284* 27,7% 28,8*
THR 83,3* 84,2* 851* 845 84,4* 853* 82,6* 826 828 827% 82,7¢ 830~ 88" 838"

ITH= Los valores con * se encuentran en la clasificacién de “estrés severo por calor>25,6" de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Finnochiaro et al 2005

THR= Los valores con

* se encuentran en la clasificaciéon de “emergencia 283 “, los valores con ** se
encuentran en la clasificacion de “peligro 79-82” de acuerdo a la clasificacion propuesta por Thom et al. 2005.

De acuerdo a los indices evaluados para determinar el grado de estrés térmico, en los

periodos climaticos definidos aca (PBP y PAP), no se presentd un patrén asociado a estos;

sin embargo la clasificacion obtenida en el ITH, determind que los individuos evaluados

se encontraban en un nivel de “estrés severo por calor” durante las 14 semanas de
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seguimiento, por otro lado el THR mostré que aunque los animales se encontraban en
condiciones de confort térmico clasificadas en Peligro y Emergencia, las semanas donde

se presentd un menor estrés caldrico fueron las semanas 7, 8 12y 14.

Las semanas donde se presentd la mayor temperatura correspondieron a las semanas 10
y 14 dentro del PAP, 37 y 37,3°C respectivamente; asi mismo las temperaturas mas bajas
se presentaron en el PAP en las semanas 10 y 13 con temperaturas de 19,2 y 19,4°C.

De acuerdo a los dos indices utilizados para determinar el grado de estrés calorico en el
que podian encontrarse los animales, se obviaron las clasificaciones propuestas y se utilizd
el valor per se tanto de ITH como THR para determinar como el valor del indice para
determinar las semanas en las que se alcanz6 un mayor valor, siendo las semanas 6, 3,
4 las semanas donde se presenté un mayor nivel de estrés de acuerdo a estas escalas
ITH= 29.71,29.60, 29.28 y THR= 85.38, 85.15, 84.58 correspondientes al PBP; las
semanas donde se presentaron los niveles mas bajos de estrés térmico corresponden a
las semanas 8, 7y 13 asi, ITH=28.22, 28.19, 27,78 y THR=82.66, 82.61, 81.87. Ver figura
2-1

Figura 2-1: Seguimiento variables climéticas
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2.3.2 Circunferencia escrotal y variables de calidad
seminal

= Circunferencia escrotal

La circunferencia escrotal no presentd diferencias significativas a través de los
periodos de alta y baja precipitacion (P>0,05); sin embargo en la figura 2-2 se
puede ver como se presentaron diferencias altamente significativas entre los
grupos experimentales siendo el GKJ mayor frente al GSAy GSJ 36.22, 33.3, 31,07
cms respectivamente (P<0,001) (R?=0,9662);
diferencias significativas dentro de grupos teniendo en cuenta la clasificacion de

el GSJ y GKJ presentaron

acuerdo al grupo etario propuesta.

Figura 2-2: Evaluacion de la circunferencia escrotal
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= Variables de Calidad seminal

En la tabla 2-2 se muestran los resultados para el primer y segundo eyaculado de
las variables de vigor espermatico (VE), Motilidad progresiva (MP), Morfologia
(MF), vitalidad (Vit), Volumen (Vol) y Concentracion espermatica (Mill ezp/ml) en
los diferentes periodos de precipitacion evaluados. Todos los resultados se

muestran como la media y la desviacion estandar.

Tabla 2-2: Evaluacion de las variables de calidad seminal entre el primer y
segundo eyaculado en los periodos PBP y PAP

Periodo de baja precipitacion

Periodo de alta precipitacion

Variable | Toma GKJ GSA GSJ GKJ GSA GSJ
1 4+0 410 4+1 4+0 4+0 410
VE (1-5)
2 4+1 410 4+0 410 50 410
1 76£5 74+3 72+7 725 7244 77%2
MP (%)
2 78+3 766 77+4 17+4 772 78+2
1 8613 83+3 834 84+3 8612 8512
MF (%)
2 86+2 84+2 833 85«1 86+2 86x1
) 1 85+3 83+22 87+2 87+2 85+2 86x1
Vit. (%)
2 83+3 85+2 85+4 86+2 84+2 862
Vol (mi) 1 1,0+0,1 0,8+0,2 0,9+0,2 0,9+0,1 0,7+0,1 1,0+0,2
ol (m
2 0,8+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1 0,7+0,1 0,9+0,1
C,SP”C- 1 4326,0£657,13A 4001,3+727,33A 3761,5+951,02A | 2198,6+483,634 1897,4+471,834 2272,1+550,53A
i
Ezp/ml 2 3345,2+626,4%®  2910,8+718,39°®  3286,1+935,08 | 2164,1+453%®  2106,6+402,5°® 2006,5+467,1 B

Media + SEM Diferentes letras representan diferencias significativas P<0,005 2° Diferencias entre grupos & diferencias entre
periodos

Las variables de VE, MP, MF, VIT, Vol, no presentaron diferencias significativas
entre primer y segundo eyaculado ni entre los periodos de PBP y PAP en los
diferentes grupos experimentales (P>0,05). Sin embargo, la variable de
concentracion espermatica presento diferencias significativas entre el primero y
segundo eyaculado (P<0,05) siendo mayor el primer eyaculado en todos los grupos
experimentales y durante ambos periodos, menos el grupo GSA en la época de
lluvias, donde fue mayor el segundo (primer eyaculado (1897,4+471,8 vs

2106,6+402,5); adicionalmente se presentaron diferencias significativas para la
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concentracion espermatica entre los dos periodos evaluados p<0,0001. Siendo el
PBP donde se presentaron mayores valores de concentracion espermatica en los
tres grupos raciales, el GKJ presento los mayores valores tanto en el primer como
el segundo eyaculado 4326,0+657,1 3345,2+626,4 respectivamente.

Aungue no se encontraron diferencias significativas en la mayoria de las variables
de calidad seminal en los periodos climéticos, se encontraron tendencias en el
comportamiento de las variables respuesta a través de las semanas, como se ve
en las figuras 2-3, 2-4, 2-5; por lo cual se incluy6 el factor tiempo (semana) dentro
del andlisis estadistico para determinar si existian variaciones en la respuesta a

través de las 14 semanas de seguimiento.

Figura 2-3: Seguimiento semanal a las variables de Vigor esperméatico y Motilidad
Progresiva

Vigor espermatico Motiilidad Progresiva
00

~N ~N O 0 O

o
[o2)

1 2 3 4 5 6 7[8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14
PBP PAP PBP PAP
EGKJ) BGSA mGS) EGKJ) BGSA mGS)

De acuerdo al analisis tanto las variables de VE como MP, se presentaron
diferencias significativas entre las semanas p=0,0038 y p=0,0011 respectivamente;
asi mismo, se presentd una diferencia significativa entre individuos dentro de raza
para la MP p=0,01. Las semanas 3, 5y 8 se presentaron los menores valores para
VE y las semanas 5, 8y 9 para la variable MP.
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Figura 2-4: Seguimiento semanal a las variables de Vitalidad y Morfologia
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Figura 2-5: Seguimiento semanal a las variables de Volumen y Concentracion

espermatica.
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Se presentaron diferencias significativas entre semanas para las variables de MF
p=0,0005y Vit, p=0,0011; la mayor variacion se presento en las semanas 2y 4

paravity 2 y 3 para MF

Se encontraron diferencas significativas entre semanas, y la interaccion de razas
dentro de semana para el Vol p= 0,0009 y p<0,0001 respectivamente. El volumen
de los eyaculados mas bajo a traves del seguimiento realizado se presentd en las

semanas 3, 8y 14.

= Correlacion entre las variables de calidad seminal y las

variables climaticas

Se realiz6 correlacion entre las variables climaticas de temperatura, humedad
relativa, y precipitacion en cada una de las semanas como se presenta en la tabla
2-3 Se encontrd que los machos del GKJ presentan una correlacion positiva mo

derada entre el volumen y la HR% (p<0,05, r=0,657), ademas se encuentra una
correlacion positiva entre la motilidad progresiva y la temperatura (p<0,05, r=0,461).
Para el grupo GSA se encontrd6 una correlacion negativa moderada entre la
temperatura y el volumen del eyaculado (p<0,05, r=-0,460) y la humedad relativa y
la motilidad progresiva (p<0,05, r=-0,418). En el grupo de los individuos mas
jovenes de la raza Santa Inés GSJ presentd una correlacién positiva moderada

entre la precipitacion y el volumen del eyaculado p<0,05, r=0,415)

Tabla 2-3: Coeficientes de correlacion para variables de calidad seminal y las

variables climaticas

Variable T® HR PP ITH THR
VOL -0,31 0,657" 0,371* -0.284 0.020
CONC 0,103 0,206 -0,217 -0.076 -0.014
GKJ MP 0,461* -0,371 -0,199 0.356* 0.054
VE 0,277 -0,223 0,21 0.160 -0.023
MF -0,332 0,091 0,175 -0.374* -0.440**
VIT -0,197 -0,303 -0,052 -0.038 -0.315
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VOL -0,462 0,312 0,292 -0.205 -0.012
CONC 0,111 0,096 -0,383 -0.044 0.147
GSA MP 0,127 -0,418* -0,382 0.152 0.250
VE 0,460* -0,332 -0,162 0.300* 0.357**
MF -0,25 -0,313 0,077 -0.178 -0.244
VIT -0,284 0,066 0,078 0.007 -0.068
VOL 0,049 0,161 0,415* -0.066 0.164
CONC 0,325 0,022 -0,387 -0.080 0.071
MP 0,242 -0,212 -0,024 0.219 0.211
s VE -0,044 0,019 0,351 0.136 0.005
MF -0,101 0,049 0,327 0.077 0.116
VIT -0,112 -0,219 -0,114 0.015 -0.102

Coeficientes de correlacion (Correlacion de Pearson) diferencias significativas= * P<0,05; ** P<0,01

2.3.3 Actividad Antioxidante

En la tabla 2-4 se presentan los resultados para la actividad de las enzimas
antioxidantes, para cada uno de los grupos experimentales en los diferentes

periodos de precipitacion.

Tabla 2-4: Actividad de las enzimas antioxidantes en las diferentes épocas de

precipitacion PBP y PAP.

PBP PAP
Variable GKJ GSA GSJ GKJ GSA GSJ
G. Reductasa 2,31+0,96 2,25+1,22 2,36+1,04 1,90+0,82 1,72+0,62 2,42+0,59
G. Peroxidasa 9,13+5,50 11,48+4,58 9,34+4,02 9,16+6,63 10,97+45,15 7,1614,44
Catalasa 45,58+19,23 38,98+25,58 40,19+22,93 41,49+23,74 36,35+19,03 37,25+27,70

Media + SEM Diferentes letras representan diferencias significativas P<0,005 2° Diferencias entre grupos & diferencias entre
periodos

La actividad de las enzimas antioxidantes GR, GPx, Cat no presentaron diferencias
significativas entre periodos P>0,05, sin embargo, durante el seguimiento de la
actividad de las enzimas a traves de las semanas presenté variaciones dentro de

grupos raciales. Ver figura 2-6, 2-7, 2-8.
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Figura 2-6: Dinamica de la actividad antioxidante de la enzima Glutation Reductasa

(GR)
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La mayor variacion de la actividad de la GR dentro de los grupos experimentales
se presentd en la semana 5y 11, para los grupos experimentales GKJ y GSA;
semana en donde se present6 un alto valor para el ITH 29,19 y THR 84,42, y un

mayor volumen del eyaculado pero una menor respuesta frente a la MP.

Figura 2-7: Dindmica de la actividad antioxidante de la enzima Glutatién Peroxidasa

(GPx)
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Figura 2-8: Dinamica de la actividad antioxidante de la enzima Catalasa (Cat)
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La actividad de la enzima GPXx, no presento diferencias significativas a lo largo del
seguimiento de los eyaculados, sin embargo presenté una mayor actividad en la
primera semana de colecta. Asi, mismo la actividad de la Cat, fue mayor a la
esperada de acuerdo a la reportada por otras investigaciones, sin embargo, aunque
estadisticamente no se presentaron diferencias significativas, hubo un aumento

considerable en la actividad de esta enzima en las semanas 4, 6 y 10.

= Correlacion entre la actividad de las enzimas antioxidantes

y las variables climéticas y de calidad seminal

Se correlaciono la actividad de la actividad de la enzima antioxidante del plasma
seminal y las variables climaticas, y se encontré que los animales del grupo GKJ
presentan una correlacion positiva moderada entre la HR y GPx (p<0,05, r=0,581)
y la precipitacion y Glutation Peroxidasa (p<0,05, r= 0,608). Por el contrario la
actividad antioxidante de los individuos del GSA presentd una correlacion positiva
moderada entre la temperatura y catalasa (p<0,05, r=0,452) y una correlacion
negativa moderada temperatura y GPx (p<0,05, r= -0,433). El GSJ present6 una
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correlacion positiva moderada entre la precipitacion y la GR (p<0,05, r=0402) (ver
tabla 2-5.)

Tabla 2-5: Coeficientes de correlacion de la actividad antioxidante y las variables

ambientales

Variable GR GPx CAT

T 0,122 -0,221 0,153

HR -0,046 0,581* 0,275

GKJ PP -0,161 0,608* 0,017
ITH 0.059 -0.311 0.025

THR -0.115 -0.289 0.200

T 0,119 -0,433* 0,452*

HR 0,05 0,115 0,048

GSA PP -0,196 0,011 0,212
ITH -0.046 -0.008 0.057

THR 0.082 -0.408* 0.031

T -0,136 0,088 0,139

HR -0,102 0,057 0,017

GSJ PP 0,402* -0,073 0,121
ITH 0.149 0.016 0.005
THR 0.145 -0.002 -0.401*

Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01

Asi mismo, se realizé una correlacion para determinar cuél es el grado de
correlacién que existe entre la actividad de la Cat, GR y GPx y las diferentes
variables de calidad seminal.(ver tabla 2-6) Se encontré una correlacion negativa
moderada entre la actividad de la Cat y la vitalidad en el GSA (p<0,05, r=0,420);
asi mismo la GR y la concentracion espermatica correlacionaron positivamente
tanto en el GKJ (p<0,05, r=0,588) como el GSA (p<0,05, r=0,565). La actividad de
la Cat correlacioné positivamente con la concentracidon espermatica(p<0,05,
r=0,454) pero negativamente con la vitalidad y la morfologia (p<0,05, r=-0,414)
y(p<0,05, r=0,498) en GSA. En el GSJ se encontré que existe una correlacion
positiva alta (p<0,05, r=0,706) entre la actividad de la Cat y la MP; una correlacion
positiva moderada entre GR y MM (p<0,05, r=0,471) vy la Cat y MM (p<0,05,

r=0,622); la actividad de la GPx present6 una correlacién negativa alta (p<0,05, r=-
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0,754) vs la morfologia y una correlacion negativa moderada con la MM (p<0,05,
r=-0,488) y el volumen (p<0,05, r=-5,25)

Tabla 2-6: Coeficientes de correlacidon de la actividad antioxidante y las variables

de calidad seminal

GKJ GSA GSJ
Variable GR GPx CAT GR GPx CAT GR GPx CAT
VOL 0,291 0,389 -0,278 -0,158 0,094 0,163 0,005 -0,525 0,347
CONC 0,588 -0,010 0,091 0,565 -0,244 0,454 -0,390 0,093 0,109
MP -0,068 -0,191 0,125 -0,018 0,167 -0,090 -0,036 -0,247 0,706
VE -0,350 0,198 0,150 -0,308 0,051 0,139 0,471 -0,408 0,622
MF -0151 -0,073 0,287 -0,498 -0,287 0,071 0,385 -0,754 0,077
VIT -0,420 -0,112 -0,099 0,158 0,381 -0,414 0,111 -0,088 -0,264

Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01

2.3.4 Cuantificacion de proteinas

Los valores para la concentracién de proteinas estan expresados en mg/ml de muestra, en
la tabla 2-7 se presentan las medias y las desviaciones estandar, para los grupos

evaluados en los diferentes periodos del estudio.

Tabla 2-7: Concentracion de proteinas en el Plasma seminal en los periodos de

precipitacion evaluados PBP y PAP

PBP PAP

Variable GKJ GSA GSJ GKJ GSA GSJ

Concentracion
de proteinas 28,23+10,85*  30,13+13,35*  32,39+17,80* | 30,05+10,18"  30,11+15,52°  34,66+18,77°
(mg/ml)
Media + SEM Diferentes letras representan diferencias significativas P<0,005 2° Diferencias entre grupos & diferencias entre
periodos

De acuerdo al andlisis estadistico se presentd una diferencia significativa en la
concentracion de proteinas en los periodos p=0,0323, siendo mayor en el PAP, para los
tres grupos raciales, sin embargo el valor del R? fue 0,1789, de acuerdo a las variaciones
gue existen entre periodos y dentro de los grupos experimentales como se ve en le figura
2-9.
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Figura 2-9: Seguimiento a la concentracion de proteina en muestras de plasma

seminal
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La concentracién de proteinas en el plasma seminal, correlaciono de una forma

positiva moderada con la temperatura (ver tabla 2-8), para los animales del grupo

GKJ; Ademds, esta variable también correlaciono positivamente con

la

concentracion espermatica en todos los grupos raciales como se observa en la

tabla 2-9. Asi mismo la actividad de la enzima GR tuvo una correlacion positiva

moderada con la concentracion de proteina en los grupos GKJ y GSA tabla 2-10.

Tabla 2-8: Coeficientes de correlacion entre la concentracién de proteinas y las

variables climaticas

GRUPO | T° HR | PREC | ITH | THR

Gkl | 0346* | 0117 | 0123 | 0287 | 0.148

ooy | _esa | 0170 | 0053 | 0044 | -0105 | 0080
GsJ | -0143 | 0066 | -0.130 | 0.024 | 0.069
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Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01
Tabla 2-9: Coeficientes de correlacion entre concentracion de proteinas y las

variables de calidad seminal y la actividad antioxidante

Concentracién de proteinas

(mg/ml)
GKJ GSA GSJ
VOL -0.232 0.073 0.072
VE -0.258 -0.169 -0.104
MP -0.158 -0.123 0.059

CON 0.214 0.021 0.338**
VIT 0.199 -0.074 -0.154
MOR 0.161 -0.188 -0.047

Coeficientes de correlacién (Correlaciéon de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01

2.3.5 Identificacion de Bandas de Proteinas

Los perfiles de proteinas de PS se obtuvieron mediante la técnica de electroforesis
unidimensional (1D) utilizando geles de poliacrilamida con dodecilsuulfato SDS-
PAGE, segun lo propuesto por Laemmli (1970). Se analizaron 180 muestras de

PS, y se detectaron 31 bandas de proteinas entre 6 y 435 kDa.

Figura 2-10: Porcentaje de expresion de las bandas de proteinas en los diferentes

grupos experimentales de acuerdo a su peso molecular.

% PROTEINAS DE ACUERDO A WM
45
40
35
30

25 m <30

%

20 m31-80

15 m >80

10

2]

GKJ GSA GSJ

84



Efecto del Periodo climético en la expresion de proteinas y la capacidad antioxidante del
plasma seminal ovino en condiciones de trépico bajo Colombiano

Para el analisis de esta seccion se propuso una clasificacion de las bandas de

proteinas de acuerdo a su peso molecular (MW) y se agruparon asi: Proteinas de

Bajo MW (<30kDa) como se ha reportado por Ledesma, et al., (2014), Mediano

MW [30- 80 kDa] (Carvajal Serna, M.., 2016), y Alto MW (>80 kDa].

Se encontro que la proporcion de proteinas de Bajo MW fue 41% (n=13 bandas),
de Mediano MW 37% (n=11 bandas) y Alto MW de 22% (n=7), no se presentaron
diferencias significativas (P>0,05) entre los diferentes grupos experimentales como

se muestra en la Figura 2-10.

Tabla 2-10: Bandas de proteinas analizadas de acuerdo a la clasificacion de peso

molecular (MW)

Peso Cantidad Frecuencia
Clasificacion | Molecular Relativa SD >50%
kDa n
P207 1,90% 1,35 105
Alto P107 2,85% 1,39 141
P97 2,092 1,26 124
P80 3,11% 1,74 116
P71 3,06%® 2,01 120
P61 3,31b8 2,17 104
P55 2,278 1,29 99
Mediano P52 3,84 2,59 90
P48 5,46% 3,69 120
P42 3,08% 2,08 91
P40 3,00 1,99 100
P36 5,94%A 4,33 96
P26 3,48% 2,08 155
P24 3,90% 2,24 99
P20 6,85 3,02 159
Bajo P19 4,343 2,59 105
P18 5,18% 2,71 138
P16 2,927 2,01 114
P14 4,838 2,83 126

Letras minlsculas diferentes representan diferencias significativas entre grupos experimentales P<0,05; Letras

mayusculas diferentes corresponden a diferencias significativas entre semanas P<0,05.
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Para el andlisis de dichas proteinas, se determin6 que las bandas que alcanzaran
una frecuencia de presentacion superior al 50% en las muestras evaluadas, serian
analizadas estadisticamente. Se analizaron 19 de las 31 bandas encontradas, las
cuales se muestran en la tabla 2-11, y se determiné cual fue la cantidad relativa

para cada una de ellas.

Las bandas que presentaron una mayor concentracion corresponden a las
proteinas de bajo y mediano MW (P14, P20, P36 y P48 kDa), comparado con las
proteinas de alto MW (P207 y P97 kDa) y la banda P55 kDa quienes presentaron
la menor cantidad relativa. Ver figura 2-11

Figura 2-11: Cantidad relativa de las bandas de proteinas con un Porcentaje de
expresion mayor al 50%.
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La cantidad relativa de proteina para cada una de las bandas no presento
diferencias significativas en los diferentes grupos raciales (P>0,05), con excepcién

de dos de las bandas de mediano peso molecular P55 y P65 kDa.
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Figura 2-12: Variacion entre razas para las bandas 61 y 55 kDa
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La banda de proteina de 61 kDa, presentd una diferencia significativa (P=0,004)

entre grupos experimentales, siendo menor en el GSA, frente a los grupos de

animales mas jovenes (GSJ y GKJ) y la banda de 55 kDa, presentd diferencias

significativas (p=0,003), siendo mayor la expresion de esta banda en el grupo de la

raza katahdin (GKJ), frente a los grupos experimentales de la raza Santa Ines (GSA

Y GSJ) Ver figura 2-12

Se evidenciaron diferencias significativas en la expresion de 9 bandas de proteinas

a través de las semanas evaluadas; para las proteinas de Alto MW, las bandas de

107 y 207 kDa presentaron diferencias significativas a través de las semanas

P<0,001. Ver figura 2-13

Figura 2-13: Variacion entre semanas para las bandas de 207y 107 kDa
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Por otro lado, del grupo de mediano MW fueron las bandas de 55, 71 y 80 kDa,
guienes presentaron diferencias (P<0,001) a través de las semanas mientras que

la banda de proteinas de 65 kDa fue significativa (P<0,05). Ver figura 2-14

Dentro del grupo de proteinas de bajo peso molecular solo la banda
correspondiente a 14 kDa, presenté diferencias significativas a traves de las
semanas (P=0,0041) . Ver figura 2-15

Figura 2-14: Variacion entre semanas para las bandas de 80, 71, 61 y 55 kDa
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Figura 2-15: Variacion entre semanas para la banda de 14 kDa
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antioxidante.

En cuanto a las correlaciones con las variables climéticas, los indices de ITH y THR
utilizados para determinar el estrés térmico en los grupos experimentales, no presentaron
ningun tipo de correlacion frente a la cantidad relativa de las diferentes bandas de proteinas
evaluadas. Sin embargo, se analizé cada una de las variables de T°, HR y Prec y se
determiné el grado de correlacién existente con las proteinas de Bajo, Mediano y Alto MW

en los tres grupos experimentales Ver tabla 2-12

Dentro de en los grupos de animales jévenes (GKJ y GSJ) la variable de T° present6 una
correlacion negativa en la expresion de las proteinas de 61 (P<0,01, r=-0,238) y 207kDa,
(P<0,05, r=-0,481), y la HR correlaciono positivamente con la proteina de 80 (P<0,001,
r=0,300) y 207 kDa (P<0,05, r= 0,418). Para el grupo de adultos GSA, la variable de
precipitacion presentd una correlacién positiva moderada (P<0,01, r= 0,407) y negativa
baja (P<0,01, r=-0,359) para las bandas de 40 y 55kDa. La variable de PREC también
present6 una correlacion negativa moderada (P<0,05, r=-0,405) para la banda de 19 kDa
en el grupo GKJ. Ver tabla 2-12.
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Tabla 2-11: Coeficientes de correlacion entre las variables climaticas y las bandas

de proteinas.

P207 P80 P61 P55 P40 P19

T° -0.481** 0.398* 0.003 0.069 -0.159 -0.101

HR 0.418* -0.325 -0.088 0.051 0.063 -0.127

GKJ PP -0.174 -0.160 -0.107 -0.193 0.007 -0.405*
ITH1 -0.538 0.544 0.022 0.145 -0.079 0.061

THR -0.308 0.247 -0.187 -0.094 -0.088 0.277

T° -0.326 -0.004 -0.192 0.054 0.149 0.238

HR 0.198 0.163 0.164 0.077 -0.077 -0.284

GSA PP 0.231 -0.256 -0.098 -0.359** | 0.407** -0.103
ITH1 -0.404 0.051 -0.227 0.110 0.064 0.300

THR -0.462 -0.115 0.013 -0.078 0.172 0.062

T° -0.039 -0.134 -0.238* 0.112 -0.013 0.080

HR 0.199 0.300** 0.043 0.034 -0.047 -0.019

GSJ PP 0.244* -0.174 -0.154 -0.290* -0.142 -0.003
ITH1 -0.228 -0.141 -0.213 0.156 0.008 0.051

THR -0.136 -0.202 -0.039 -0.077 0.122 0.030

Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01.

Para las correlaciones con las variables de calidad seminal, las proteinas de alto
MW de 97, 107 y 207 presentaron algun grado de correlacion positivo o negativo
para todas las variables de calidad seminal de los tres grupos experimentales con
excepcion de la MF. La banda de proteina de 97 kDa fue la Unica que presentd
una correlacion positiva baja para las variables de VE, MP en el grupo GKJ
(P<0,05, r=0,235) y (P<0,05, r=0,0221) y para la VIT en el grupo GSA (P<0,05,
r=0,337). Ver tabla 2-13

Tabla 2-12: Coeficientes de correlacion entre las proteinas de Alto MW vy las

variables de calidad seminal

GKJ GSA GSJ

P107 P97 P207 P107 P97 P107 P97
VOL 0.121 -0.112 -0.146 -0.347** -0.137 -0.126 -0.040
VE -0.047 0.235* -0.377** 0.261 0.090 0.134 -0.050
MP -0.015 0.221* -0.185 0.118 0.018 0.107 -0.086
CON -0.348* 0.107 -0.344** -0.025 -0.116 -0.090 -0.256*
VIT 0.081 -0.357* -0.017 -0.111 0.337** -0.274* 0.116
MF -0.379* -0.014 0.155 0.082 -0.040 -0.154 -0.022

Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01
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La banda de 52kDa es la Gnica banda de proteina de mediano MW que tiene una
correlacion positiva baja con la variable VE y MP en el grupo GSA (P<0,05; r=0,96)
y (P<0,01, r=0,376). Asi mismo, las proteinas de 71 y 42 kDa solo correlacionaron
con las variables de calidad seminal para el GKJ, presentando una correlacion
positiva baja para a las variables de CON y MF (P<0,05; r=0,370 y P<0,05; r=
0,359) y positiva moderada para VIT (P<0,05; r=0,426) respectivamente Ver tabla
2-14

Tabla 2-13: Coeficientes de correlacion entre las proteinas de Mediano MW y las

variables de calidad seminal

GKJ GSA GSJ
P71 P55 P42 P52 P55 P52 P36
VOL 0.099 -0.271 0.042 -0.090 -0.290* -0.100 -0.183
VE 0.129 -0.473** 0.150 0.296* -0.117 0.021 -0.034
MP 0.024 -0.267 0.037 0.376** -0.043 0.141 -0.087
CON 0.370* 0.076 -0.232 0.182 0.040 0.021 -0.190
VIT -0.270 0.342* 0.426* 0.028 -0.015 -0.232* 0.234*
MF 0.359* 0.048 0.072 -0.004 -0.085 -0.050 0.036

Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01.

Para el grupo GSJ las bandas de 18 y 24 kDa correlacionaron negativamente con
la variable de Vol (P<0,01;r=-0,327 y P<0,05; r=-0,289), mientras la banda de 20
kDa present6 una correlacion positiva para esta misma variable (P<0,05;r=-0,270).
El grupo GKJ present6 una correlacién negativa baja y moderada para las variables
de MF y MP (P<0,01, r=-0,42 y P<0,05; r=-0,334 respectivamente). Ver tabla 2-15

Tabla 2-14: Coeficientes de correlacion entre las proteinas de Bajo MW vy las

variables de calidad seminal

GKJ GSA GSJ
P18 P14 P19 P14 P24 P20 P18

VOL -0.137 0.297 -0.017 0.029 -0.289* 0.270* | -0.327**
VE -0.236 0.008 0.203 -0.252 0.006 0.055 -0.230
MP -0.428** -0.032 0.296 -0.377** 0.110 0.033 -0.004
CON 0.202 -0.133 0.208* -0.092 0.103 0.050 -0.098
VIT -0.181 -0.086 -0.023 0.053 -0.048 -0.294** 0.205
MOR -0.155 -0.334* 0.134 0.095 -0.126 0.096 -0.117

Coeficientes de correlacion (Correlaciéon de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01.
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Tabla 2-15: Coeficientes de correlaciéon entre la actividad de las enzimas

antioxidantes y las bandas de proteinas.

P207 P107 P80 P55 P42 P40 P36 P24 P20
CAT 0.149 -0.209 0.263 0.392* -0.149 0.034 -0.215 0.147 0.123
GKJ GPx 0.055 0.057 -0.354* -0.097 0.001** 0.089 0.291 0.247 -0.064
GR -0.007 0.147 -0.108 -0.189 -0.080 -0.157 -0.170 -0.327 0.000
CAT 0.049 -0.030 -0.174 -0.190 0.025 0.318* 0.169 -0.102 0.109
GSA GPx 0.301* 0.044 0.084 0.228 -0.102 -0.107 -0.315* -0.257 0.308*
GR -0.109 -0.097 0.264 -0.113 0.043 0.155 -0.055 -0.284* -0.055
CAT -0.182 -0.268* -0.148 -0.279* 0.103 -0.098 -0.122 -0.010 0.212
GSJ GPx -0.108 0.114 0.155 0.191 -0.010 0.004 0.054 0.097 0.056
GR 0.038 0.077 0.074 0.036 -0.011 -0.120 0.090 -0.052 0.141

Coeficientes de correlacién (Correlacion de Pearson) *P<0,05; ** P<0,01.

El andlisis de correlacion de la concentracion de proteinas con la actividad

enzimatica se presenta en la tabla 2- 16. Se evidenciaron correlaciones entre la

actividad de las enzimas antioxidantes y 9 bandas de proteinas (20, 24, 36, 40, 42,

55, 80, 107, 207 kDa). El grupo GSJ present6 una correlacién negativa baja para
la actividad de la enzima CAT con las bandas de 55 (P<0,005, r=-0,279;) y 207 kDa
(P<0,05, r=-0,268). El grupo GKJ presentd una correlacién positiva baja entre la
banda de 55 kDa con la CAT (P<0,05, r=0,392), y negativa baja para la actividad
de la GPx y la banda de 80 kDa (P<0,05, r=-0,350). El grupo GSA fue el Gnico que
presentd una correlacion significativa para la actividad de la enzima GR (P<0,05;
r=-0,284) con la banda de proteina de 24kDa.

2.4 Discusion

2.4.1 Dinamica de las variables climaticas e indices de

estrés térmico

La determinacion de los periodos climaticos de acuerdo a los niveles de

precipitacion para la zona de estudio (condiciones de trépico bajo) no presentd un
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patron definido como se encontré en reportes anteriores. El IDEAM, (2015), define
gue la dindmica de lluvias acumuladas para esta zona durante los ultimos 10 afios
corresponde a un ciclo bimodal, presentando dos picos de lluvia en los meses de
Abril y mayo (Pico bajo) y octubre, noviembre y diciembre (Pico Alto), y dos picos
de baja precipitacién entre los meses de junio, julio y agosto (Seco) y diciembre,
enero y febrero (Muy seco); sin embargo, durante esta investigacion los patrones
de lluvia mostraron alteraciones al presentarse mayores niveles de precipitacion
acumulados en los meses de Junio y julio; gran parte de estas variaciones se han
relacionado a que durante los afios 2012 y 2015 el pais se ha visto afectado por un
fendmeno climatico conocido como “Fendmeno del Nifio” y “Fendmeno de la Nifia”,
en donde los vientos y el calentamiento de las aguas sobre el océano pacifico,
ejercen un efecto en los ciclos de lluvia en casi todo el territorio nacional; Este
calentamiento de la superficie del Océano Pacifico cubre grandes extensiones y
por su magnitud afecta el clima en diferentes regiones del planeta, entre ellas, el

norte de Surameérica donde esta situado el territorio colombiano. (IDEAM, 2017).

La imposibilidad de determinar estos periodos climaticos durante el desarrollo de
esta investigacion, de una forma clara y con patrones de lluvia definidos, no nos
permite concluir claramente sobre como los “periodos” a través del afio pueden
afectar las variables de calidad seminal de los ovinos evaluados. Caso contrario a
investigaciones realizadas en ovinos de la Raza Merino (Arrebola et al., 2009),
Santa Inés (A. F. De Souza et al., 2009), Caprinos de la Raza Saanen (Silva Lima,
2011), Anglonubiano (Teixeira, et al., 2009) o Bovinos Bos Indicus y Bos Taurus
(Nichi et al., 2006) donde las condiciones climaticas permitieron determinar
facilmente periodos de precipitacion durante el afio, y asi determinar su efecto

sobre la capacidad reproductiva del macho.

Sin embargo, la dinamica vista a traves de las 14 semanas de seguimiento, nos
permitié identificar que ademas de la precipitacion, la temperatura y la humedad
relativa, juegan un papel importante en la respuesta fisioldgica de los animales; por

ello, al evaluar el uso de indices disefiados para determinar el grado de estrés
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térmico al que estan expuestos los individuos, utilizamos dos de los indices
probados en ovinos como son: el ITH propuesto por Finnochiario et al., (2005) y
utilizado por Carvajal- Serna M. (2015) en ovinos tipo lana en condiciones de
Trépico Alto Colombiano; el cual para esta investigacion superd los valores criticos
de su clasificacion (Estrés severo por calor>25,6), lo que no permitio establecer el
efecto sobre el comportamiento reproductivo de los machos evaluados. Asi mismo,
al utilizar el THR propuesto por Thom et al., (2005) y usado por Oliviera et al., (2014)
en condiciones tropicales para ovinos de la Raza Santa Inés, este presento los
valores maximos de acuerdo a su clasificacion: peligro (79-82), y emergencia (>83).
Lo que no permitié establecer exactamente un punto de disconfort que afectara el

comportamiento de las variables seminales.

Algunos otros indices utilizados en este tipo de investigaciones (Al-kanaan, Konig,
& Brigemann, 2015; De, 2011; Juliane et al., 2017) evalian ademas de las
variables climéticas, las constantes fisioldgicas del animal tales como: la frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria y la temperatura corporal del animal, y como sus
cambios estan asociados con la alteracion de la respuesta biolégica de los

animales y su comportamiento reproductivo.

2.4.2 Circunferencia escrotal y variables de calidad

seminal

La circunferencia escrotal, como una medida que ha sido utilizada para el criterio
de seleccién de los machos reproductores en los sistemas de produccion ovina,
no presentd diferencias significativas frente a las condiciones climéticas de
temperatura, humedad e indices de estrés térmico en los individuos a lo largo de
los periodos evaluados; sin embargo existen diferencias entre y dentro los grupos
experimentales, y las cuales difieren a lo propuesto por Pezzanite et al,
(2008) en donde el criterio de aceptacion de un macho reproductor exige que esta
medida este por encima de los 30 cms; aunque el promedio de las medidas estuvo

por encima de 31 cms en los tres grupos estudiados, existen individuos del grupo
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experimental GSJ que presentan medias de circunferencia escrotal de 25,9 + 0,6,
y la cual no fue un criterio de descalificacion durante el experimento ya que las
variables de calidad seminal estuvieron siempre por encima de los criterios de
aceptacion; esto se puede asociar a algunos experimentos en los que se ha
correlacionado el desarrollo corporal del animal y la capacidad de produccion de
espermatozoides con la circunferencia escrotal, ya que animales mas livianos o
gue no han alcanzado el total de su peso adulto pueden presentar valores inferiores
para esta medida por esto se mantuvieron en la clasificacion de GSJ; Lozano M,
(2014), observo que individuos de la raza criolla de lana, presentaban valores
inferiores para esta caracteristica frente a otros ovinos de lana, teniendo en cuenta
que las razas criollas son mas livianos. Segun Lincoln et al. (1990), las diferencias
en el tamafno del testiculo entre las razas ovinas se deben a los efectos de la
seleccidn genética. Las razas Dorper y Katahdin tienen mayor tamafo corporal y
medida testicular como resultado de una seleccion estricta, lo que podria explicar
las diferencias encontradas, frente a la raza santa Inés.

Sin embargo, Oliviera et al. (2014) encontraron que machos de la raza Santa Inés
entre 18 y 24 meses de edad, y los cuales fueron evaluados bajo condiciones
ambientales propias de su medio presentaron valores para la circunferencia
escrotal de 29,3 £+ 2,6, lo cual es més cercano a los valores obtenidos en esta
investigacion tanto para GSJ como GSA 31.07+4, 33,3216, respectivamente. Para
la raza Katahdin Cardenas-Gallegos, et al. (2012) encontraron en machos adultos
de esta raza medidas de circunferencia escrotal promedio de 35,03 + 0,6 cm,
cercano a los valores para el grupo evaluado GKJ 36,2+3,8 cm, ademas de
encontrar diferencias significativas (p<0,05 ) entre diferentes grupos raciales tipo
pelo, sin embargo, sus resultados coinciden con nuestra investigacion al no
presentar diferencias significativas en periodos donde variaban las condiciones de

temperatura y humedad (calientes-secos, calientes humedos y frescos — humedos)

Los extensos estudios sobre la evaluacion de los parametros del semen realizados
en carneros en diferentes razas han demostrado variaciones estacionales

significativas en las caracteristicas del semen a lo largo del afio (Kafi et al., 2004,
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Zamiri y Khodaei 2005, Aguirre et al 2007, Marai et al. 2008). Los parametros de
calidad seminal obtenidos dentro de la presente investigacion, varian de acuerdo a
la semana evaluada, sin embargo y de acuerdo a nuestro objetivo de determinar el
efecto del periodo climatico, solo la variable de concentracién espermética present6
diferencias significativas tanto en el primer y segundo eyaculado en los dos
periodos previamente definidos, disminuyendo considerablemente en el PAP,
diferente a los resultados obtenidos por Souza et al., (2009), quien desarrollo un
estudio en caprinos los cuales no presentaron diferencias significativas p<0,05,
para la variable de concentracion espermatica obteniendo valores promedio de 2,3
x 10° Mill/ml, tanto en periodos de alta como baja precipitacion; esto puede estar
afectado ya que la frecuencia de muestreo y el nimero de colectas dentro de
periodos, fue mayor en esta investigacion (7 colectas por periodo) frente a 4
semanas, ademas de la poca uniformidad de las lluvias que se presentaron en los
periodos definidos. Cardenas-Gallegos, et al, (2012) encontr6 diferencias
significativas para la concentracion espermética en las diferentes estaciones
(p<0,0001). Un estudio realizado por Carvajal- Serna M., (2015), encontrd para
ovinos de lana manejados en condiciones de trépico alto, que la variacion en la
concentracion espermatica esta correlacionada negativamente con el ITH, cuando
el ITH calculado fue superior a 20,7 la concentracidén espermatica estuvo por debajo
de 2,0 x 10°, sin embargo durante todas semanas presenté un valor de ITH superior

al rango establecido para unas condiciones de estrés severo ITH<25,6.

Paralas variables de MP, VE, Vit, y MF, no se presentaron diferencias significativas
entre los periodos PBP y PAP, resultados similares fueron obtenidos por Souza et
al., (2009), donde encontro valores de 79,8y 81,3% parala MP y 4,2 y 4,3 para VE
para los periodos de Alta y baja precipitacion respectivamente sin presentar
diferencias significativas p>0,05. Algunos ovinos tipo lana presentan menores
valores MP (Carvajal-serna M, 2015), pero mayores valores de volumen frente a
los ovinos de pelo evaluados (1,85+0,09 criolla de lana, RomneyMarsh 2,29+0,19,
Hampshire 2,81+0,17); Oliviera et al. (2014), encontraron resultados similares

para el volumen de semen de machos santa Inés (1,1+0,1 ml), en condiciones
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ambientales similares a las de la zona donde se desarrollé el estudio (temp max
32,4+1,2 -temp min 23,8 £1 - HR 85+ 9%.) ademas durante este estudio los
individuos se encontraban en el ultimo nivel de clasificacion de THR clasificado
como grado de emergencia en relacion al nivel de estrés térmico THR>85,8. Sin
embargo estudios realizados en ratones, toros, humanos y han demostrado que el
estrés caldrico ha sido relacionado con la disminucion de la MP, la concentracion y
viabilidad en los ratones, humanos, y carnero. Aunque en este estudio se evaluo el
nivel de estrés caldrico en el ambiente que pudiese afectar el cuerpo del animal,
no se evaluo el grado de estrés térmico o cambios en la temperatura en la superficie
testicular, ya que Marai et al., (2008) afirma que cualquier condiciéon que cause alta
temperatura en los testiculos, como la falta de adaptacion de la raza en diferentes
zonas, es probable que se genere un efecto adverso sobre la espermatogénesis y
la calidad del semen. NUNES (1988) y Sousa et al (2009) encontraron que durante
las épocas de lluvia el semen de caprinos presenta mejores valores de calidad
seminal, como un efecto de la calidad de forraje suministrado y las menores

temperaturas a las cuales se encuentré el ambiente propio del animal.

La motilidad y la vitalidad espermatica son importantes para la implementacion de
eyaculados en biotecnologias reproductivas, pero su andlisis de forma
independiente no es valido ya que es posible que se observen espermatozoides
motiles, pero que a su vez presenten la membrana completamente dafiada (Ollero
et al, 1996), de igual forma no se encontré una correlacion entre la motilidad y la

vitalidad de los eyaculados en ninguno de los grupos experimentales.

2.4.3 Actividad antioxidante

De acuerdo a los resultados obtenidos se present6 que la actividad de la enzima
GR no presento variaciones durante los periodos climaticos, tal y como se encontro
en un estudio desarrollado por (Marti et al., 2007) en donde el primer eyaculado

presentd lo mismos valores tanto en las épocas reproductivas (asociadas a los
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periodos de otofio e invierno ) frente a la época no reproductiva (asociada a los
periodos de primavera y verano). Sin embargo, se presentd una pequeiia diferencia
frente a la actividad de esta enzima en el segundo eyaculado de la época
reproductiva frente al primer eyaculado de la época no reproductiva, en este estudio
y de acuerdo a la metodologia planteada, no se hizo la diferenciacidén entre primer

y segundo eyaculado.

Los valores obtenidos para la actividad de esta enzima fueron similares
considerando, que la actividad de esta enzima en el plasma seminal, no se ve
afectada por los periodos de precipitacion con excepcion del GKJ quien presento
una correlaciéon positiva moderada r=0,420, este valor puede estar sesgado al tener

un n=3, aumentando la variabilidad natural del individuo.

Un estudio realizado por Carvajal- Serna, M. (2016) en ovinos tipo lana en
condiciones de tropico alto Colombiano, mostro que la enzima GPx presenta una
menor actividad promedio, frente a los resultados obtenidos en condiciones de
tropico bajo en machos tipo pelo asi, 0,5 nmol sustrato/ min/ mg frente a 9,34
proteinas nmol sustrato/ min/ mg, lo cual puede considerarse que en zonas donde
existen un mayor estrés por las condiciones climaticas, los individuos presentan un
sistema antioxidante mas robusto. Sin embargo, los resultados para la actividad
de la enzima GPx, fueron similares a los reportados por Marti et al., (2007), donde
no se presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre periodos climaticos, ni
entre estaciones reproductivas; sin embargo, lo reportado en los ovinos de la raza
aragonesa muestran que hay una mayor actividad de esta enzima en el segundo
eyaculado, por lo que se propone estudiar en préoximas investigaciones el

comportamiento de esta enzima por separado.

Por otro lado, para la enzima la CAT no se present6 una variacion en los periodos
climéticos (P>0,05), pero se presentd diferencias significativas a través de las
semanas. La actividad de esta enzima fue mucho mayor en todos los grupos

evaluados, comparados con los estudios realizados por (Marti, et al.,, 2007) en
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ovinos adultos (2-4 afos) de la raza aragonesa quienes presentaron valores entre
6.45 y 16,70 nmol sustrato/min mg de proteina frente a los obtenidos en este
estudio 45,58, 38,88 y 40,18 nmol sustrato/min mg de proteina durante el PBP y
41,49, 36.35 y 37,25 nmol sustrato/min mg proteina durante PAP para los grupos
GKJ, GSA, GSJ, respectivamente; es posible que estas variaciones estén
asociadas intrinsecamente a la genética de estos animales y a la necesidad de los
animales de pelo por desarrollar un sistema antioxidante que permita soportar las
condiciones de estrés sobre las que se encuentra para prevenir dafios en la célula
espermatica, ademas de que variables como MP y VE en el Grupo GSJ y la
concentracion espermatica en GSA presentaron correlaciones positivas altas con

la actividad de esta enzima r=0.706,r=0.622, y r=0.565, respectivamente.

2.4.4 Concentracion de proteinas

Aungue no se presento diferencias significativas en la concentracion de proteinas
en los diferentes grupos experimentarles durante el desarrollo del experimento.
Carvajar-serna M. (2015) encontré que en condiciones de tropico alto, animales
tipo lana presentan promedios de concentracién de proteina entre 54,97+2,19 vy
60.66 +2.66 mg/ml, estos valores son altos comparados con los resultados
encontrados en este trabajo de 28,23+10,85 y 34,66+18,77 mg/ml, lo cual puede
estar relacionado con el tipo de alimentacién y la disponibilidad de forrajes que se
encuentran en ambas condiciones geograficas; es conocido que los forrajes
(gramineas) de clima frio contienen un mayor contenido de proteina, un gran
ejemplo es el pasto Kikuyo (Cenchrus clandestinus) el cual alcanza un contenido
de proteina entre el 16 y 21% entre los 40 a 45 dias, frente a los pastos de clima
calido, donde el pasto angleton (Dichantium anstatun) forraje con una muy baja
calidad de nutrientes alcanza un 9 al 11% de proteina. (UFDA, 2015)

pastoreo Cynodon nlemfuensis, Dichanthium aristatum)
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Adicionalmente es importante recordar que los animales del presente trabajo, no
fueron suplementados en la dieta, a diferencia de muchas investigaciones en las
gue para homogenizar las condiciones de manejo, se suministran de 200 a 300 gr
de concentrado/animal/dia.

En un estudio realizado con ovinos de lana de la Rasa Aragonesa (Marti et al.
2007), encontré que las concentraciones de proteina en el PS varian entre el primer
y segundo eyaculado de acuerdo a la época reproductiva y no reproductiva, sin
embargo siempre fue mayor en épocas de monta 40.4 £1,7 y 43,9+1,7, estos
niveles de concentracion de proteina, también son mayores a los encontrados en
ovinos tipo pelo del presente estudio. Zalazar, Ledesma, Hozbor, & Cesari, (2015)
afirman que los ovinos tipo lana como el Corriedale también presentan mayores
niveles de proteina en el PS, sin importar el tipo de colecta ya sea vagina artificial

o electro eyaculacioén, 66,4 y 48,6 mg/ml respectivamente.

SANTOS & SIMPLICIO, (2000) encontraron que la reduccion del volumen seminal
indica menos secrecion de las glandulas accesorias, determinando ademas
ausencia o disminucion de algunos constituyentes como proteinas en el plasma
seminal. Aunque en esta investigacion no se encontré una correlacion entre el
volumen espermatico y la concentracion de proteinas; si se presenta una
correlacion positiva moderada (0.619y 0.497) y alta (0,801) para la concentracién
espermatica y concentracion de proteinas en el eyaculado en los tres grupos GJK,
GSA y GSJ respectivamente, lo cual puede estar asociado a que la presencia de
proteinas en el plasma seminal y su actividad estan ligadas a la cantidad y la

funcionalidad de las células espermaticas.

2.4.5 Expresion de bandas de proteinas

De acuerdo a los analisis realizados, no se encontrg un patron de expresion en las

bandas de proteinas asociado a los periodos climaticos evaluados, ni a las
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semanas en las que se realizo el seguimiento; sin embargo, todos los individuos
evaluados, de los tres grupos experimentales presentaron las 31 bandas en por lo
menos dos de las 14 semanas de seguimiento y tan solo el 61% de las bandas
(n=19) se expreso el 50% de las veces; es importante reconocer que presentar
cambios en la composicion proteica del PS tiene un efecto directo sobre la
superficie espermatica (Pérez-Pé et al, 2001), por lo tanto, cambios en la
composicion y contenido del plasma seminal suponen fallas en la calidad del
eyaculado, sin embargo en la presente investigacién se puede evidenciar un patron

similar en la expresion de las bandas y su proporcion en todos los grupos raciales.

Gran parte de las bandas de proteinas identificadas en las muestras de PS de los
tipos raciales Katahdin y Santa Ines en los diferentes grupos etareos evaluados
durante este experimento, coinciden con reportes realizados en grupos raciales de
otras regiones del mundo como: la raza Rasa aragonesa (Cardozo, 2006); la raza
Barki (Almadaly et al., 2016); la raza Santa Ines (J. T. A. Oliveira, Souza, Neiva, &
Moura, 2010), la raza Dorper (Favareto et al., 2010), la Criolla de lana Colombiana,
Romneymarsh, y corriedale, (Carvajal-Serna M., 2016), sin embargo, algunas
bandas no se encontraron en este estudio y las cuales han sido reportadas por
ellos, tales como bandas de 58 kDa asociadas a la raza Barki, o de 28kDa a la
raza hampshire, y las cuales pueden estar asociadas al comportamiento de las

variables de calidad seminal.

De acuerdo a reportes de Bergeroni et al (2005) y Cardozo (2006) las proteinas
con bajo peso molecular entre 14 y 24 kDa fueron mas predominantes en el plasma
seminal ovino, lo que coincide con lo encontrado en esta investigacion al
presentarse el 42 % bandas de proteinas por debajo de 30 kDa consideradas de
bajo MW (Ledesma et al., 2014). Asi mismo, Sousa et al (2009), estudiando
proteinas del plasma seminal de ovinos de la raza Santa Inés, observo que la
mayoria de las proteinas del plasma seminal de estos animales poseen peso
molecular por debajo de los 75kDa y pls acidos, lo cual coincide con los resultados

de la presente investigacion.
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Por otro lado, se encontr6 que las muestras de PS de todos los grupos
experimentales presentaron bandas de proteinas importantes, tales como la
proteina de 71 kDa, que de acuerdo a otros reportes podria ser el precursor de
Albumina sérica (69 kDa), o HSP 70 la cual pertenece a la familia de las
chaperonas que protegen a la célula contra estrés calorico y quimico; ellas ademas
estan involucradas en los procesos de apoptosis, y su accion es unirse a las
proteinas denaturalizadas por el calor en condiciones normales, las HSP actuan
como chaperonas intracelulares cuya funcion es el mantenimiento en forma

inactivas de las proteinas y prevencion de la degradacion.

Otras proteinas de alto peso molecular (97- 107- 207 kDa), pueden ser
relacionadas a las denominadas proteinas de afinidad a la heparina (HAPS), con
masa molecular de 73 a 104kDa y 119 a 178kDa, cuya presencia puede ser
responsable de la reduccion de la motilidad espermatica y de la integridad del
acrosoma (La FALCI et al. 2002). Sin embargo, en este estudio el grupo GKJ fue
el Unico que presentd una correlacion negativa entre la banda de 97 kDa y la MP.
Otras proteinas de alto MW pueden estar relacionadas con la variacién en las
variables de motilidad reportadas en las diferentes semanas. Un aspecto
importante es que proteinas de 91 y 135 kDa las cuales se expresaron por debajo
del 50%, presentaron una gran variacion a través de las semanas, lo cual puede

explicar el comportamiento de la MP en los diferentes grupos experimentales.

Las bandas de proteina encontradas con pesos de 80, 61, 31 y 18 kDa, pueden
corresponder al complejo sistema antioxidante presente en el PS, el cual esta
asociado a las enzimas: Super oxido Dismutasa/Glutation Peroxidasa (88kDa)
Catalasa (60kDa), una isoforma mas pequefia de la Superéxido Dismutasa y
Glutation Peroxidasa (18kDa), lo que puede explicar los cambios en la actividad de
las enzimas antioxidantes durante las 14 semanas. Existen otras enzimas
estudiadas en bovinos, Calvete et al., (1994) asociadas a proteinas de pesos por
debajo de los 16 kDa, como las aSFP (15-16kDa y pl de 4,7-5,2, 11-12kDa y pl de
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4,8-4,9, 13-14kDa y pl de 6,0- 6,5, 18- 20kDa y pl de 4,8-5,2) las cuales actuan
como antioxidante en la prevencion de la peroxidacion lipidica de la membrana
espermética. Estas pueden contraponer el efecto deletéreo de la elevada
produccion y liberacion de peroxido de las membranas de células muertas, con el

objetivo de preservar la viabilidad (C. Souza et al., 2009)

Los resultados de este estudio mostraron una variacion a través de la semanas en
la expresion de la banda de 55kDa, la cual puede estar asociada con proteinas
como la osteopontina (OPN) que ha sido identificada como una fosfoproteina
(Franzen & Heinegard 1985) y se ha reportado en estudios de plasma seminal de
bovinos (Cancel et al. 1999) y en fluidos del tracto reproductivo de machos y
hembras en ovinos (Johnson et al. 2003, Kimmins et al. 2004).

En los animales de la raza Santa Inés (GSA y GSJ) se encontré que esta banda de
proteina presenta una correlacién negativa con la Prec, lo cual podria asociarse a
las respuestas de fertilidad por efecto y la frecuencia de las lluvias en esta zona del
tropico colombiano; es importante aclarar que este biotipo racial es originario de
zonas semi-aridas del noreste de Brasil, en donde las condiciones de precipitacion
son bajas y su respuesta reproductiva y productiva es altamente destacada (Sousa
et al., 2003). La OPN ha sido detectada en el PS de toros Holstein, donde una
isoforma de esta proteina fue correlacionada positivamente con fertilidad (Cancel
et al. 1999).

En otros estudios realizados en ovinos de la raza Santa Inés, se encontr6 que la
variacion en motilidad se puede asociar a los cambios en proteinas de peso
molecular de 50,5 kDa (pl 5,6) descrita como Zinc-Alpha 2- glycoproteina la cual
ha sido asociada a valores mas altos de motilidad (M.A.M. Rodrigues et al. 2013)
0 una proteina de 66,8 kDa (pl 5,3) Arylsulfatasa A identificada por C. E. a Souza
et al., (2012) ha sido asociada a valores mas altos de motilidad (M.A.M. Rodrigues
et al. 2013).
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La banda de 36 kDa encontrada a través de todas las semanas en este trabajo, se
puede relacionar con cuatro a cinco proteinas de 37,5 kDa reportadas por SHIVAJI
et al., (1990) en bovinos, las cuales inducen la motilidad progresiva, junto con el
cAMP. Proteinas como las BSP-Al / -A2, con masas moleculares relativas de 15-
17kDa y las BSP-30, con masa molecular del 28-30kDa también han sido
asociadas con la motilidad progresiva (MANJUNATH, 1984).

La presencia de proteinas de 13y 11 KDa, se pueden asociar a algunas proteinas
acidas del fluido seminal (aSFP, 13kDa) y la enzima deshidrogenasa lactica C4
(SILVA et al., 2003) las cuales estimulan el metabolismo de los espermatozoides,
actuando en el mantenimiento de la motilidad y en la proteccién espermatica por la
reduccién de peréxidos.

Souza et al.(2009) encontré durante los periodos de alta precipitaciéon un grupo de
proteinas de 13kDa (pl 8,96 a 5,73) y se observé que el 90,3% de espermatozoides
con acrosomas integros, sugiriendo que estas proteinas auxilian en la
preservacion de la integridad de las membranas esperméticas (SILVA et al., 2003),
por lo cual es importante realizar en proximas investigaciones nuevas pruebas
asociadas a la integridad del acrosoma y por consiguiente a la funcionalidad

espermatica.

En este estudio, las bandas de 14 y 20 kDa estuvieron presentes en todas las
muestras de PS evaluadas, y aunque no se presentd una variacion
estadisticamente significativa, su presencia coincide con los reportes realizados
por Cardozo et al., (2006), Moura et al. (2009), K.l. Goularte et al., (2014) y las
cuales han sido relacionadas con la familia de las BSP, las cuales en el momento
de la eyaculacion, actuando como factores decapacitantes (VILLEMURE et al.,
2003, Cardozo et al. 2006). Se encontré que en el GKJ la banda de 20 kDa,
presento una correlacion positiva con el Vol, pero una correlacion negativa con la
Vit, lo cual se puede asociar a que menores concentraciones de esta proteina,
tienen un efecto negativo en la proteccion de la membrana espermatica, por una

posible capacitacion prematura del espermatozoide.
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La banda de proteina de 40 kDa, presento una correlacion positiva con la actividad
de la enzima Cat y a su vez con la dindmica de la Prec durante todas las semanas
para el GSA, este resultado permite inferir que el estrés por efecto de la
precipitacion, induce en los animales un aumento en la actividad de la Cat. Y puede
sugerir que esta banda actia sinérgicamente con la catalasa, en la proteccion de

la membrana contra la peroxidacion lipidica.

Asi mismo, la proteina de 55 kDa present6 una correlacién negativa con la Prec, y
con el Vol en el grupo GSJ; un aumento en la precipitacidbn provocaria una
disminucién en la concentracion de esta banda, que como se dijo anteriormente
puede corresponder a la osteopontina, la cual se ha asociado con la capacidad de
unién del espermatozoide a la zona pelucida del ovulo, sugiriendo bajos
porcentajes de fertilidad durante estas épocas; de otra parte, un mayor volumen en

el eyaculado no asegura una mayor respuesta en la fertilidad.

Otra banda de proteina que se ve afectada por los cambios en las variables
climéticas es la banda de 80 kDa, la cual correlacion6 positivamente con la t°, y
negativamente con la GPx. Sin embargo, aunque baja la dindmica de la actividad
de la GPx con el estrés asociado a la temperatura, el aumento de la expresion de
la proteina de 80 kDa, la cual puede corresponder a la enzima Super Oxido
Dismutasa, y cuyo papel es eliminar el radical superdoxido (O**) producto del
metabolismo mitocondrial, lo cual podria explicar los valores de MP.

La correlacion positiva que se encontr6 entre la GPx y las bandas de proteinas de
207 y 20 kDa en el GSA, las cuales posiblemente correspondan a las HSP-80 y la
RSVP-20 respectivamente, y que cuya funcion se ha asociado con la proteccion de
la membrana, sugieren que ejercen un efecto sinérgico para proteger los lipidos de
la membrana de su peroxidacion. La correlacion inversa de la GPx con la proteina
de 36 kDa, sugiere el adelanto de mas estudios que permitan identificar cual es su

efecto sobre el funcionamiento espermatico.
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3.Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

En la presente investigacion se evidencio una variacion en el comportamiento de
las variables de calidad seminal en los diferentes grupos experimentales, sin
embargo, al no existir un patron de lluvias definido en la zona de estudio, no se
logr6 determinar el efecto del periodo climéatico sobre dichas variables, con
excepcion de la variable de Concentracion Espermatica, la cual tuvo una
disminucién durante el periodo de mayor precipitacion; Sin embargo, dada la gran
variacion en las variables de VE, MP, MF, Vit, y Vol, a través de las semanas, se
evidencio que existen correlaciones negativas y positivas con las diferentes

variables climaticas de temperatura, Humedad Relativa y Precipitacion.

El uso de dos indices para determinar el grado de estrés térmico sobre el cual se
encontraban expuestos los individuos (ITH Y THR), no fueron concluyentes de
acuerdo a sus niveles de clasificacion; ya que durante el desarrollo de la
investigacion los valores de ITH y THR mostraron que los animales se encontraban
en: estrés alto (ITH), o estado de peligro- emergencia (THR) en todas las semanas,
reflejando un posible disconfort térmico, el cual no se asocié a un efecto marcado

sobre las variables de calidad seminal.

La dinAmica de la actividad antioxidante en las enzimas Cat, GPx, y Gr, no present6

diferencias significativas a través de los periodos propuestos, ni a través de las



Efecto del Periodo climético en la expresion de proteinas y la capacidad antioxidante del
plasma seminal ovino en condiciones de trépico bajo Colombiano

semanas; sin embargo, se encontré una mayor actividad de la enzima Cat, de
acuerdo a los reportes de otras investigaciones realizados en ovinos de lana. Los
valores maximos para la GR correspondieron a las semanas donde se present6 un

mayor valor en los indices de ITHy THR.

En cuanto a la concentracion de proteinas del plasma seminal, no se presentaron
diferencias significativas en los grupos experimentales, sin embargo, se presento
una diferencia significativa en los dos periodos evaluados con un bajo coeficiente
de determinacion, por ello se evalud, a través de las semanas. Las diferencias
encontradas se correlacionaron con los niveles de precipitacion a través de las

semanas.

En los perfiles electroforéticos del plasma seminal, se lograron identificar bandas
de proteinas reportadas en otras investigaciones llevadas a cabo con ovinos de
tipo pelo y lana. Durante el presente estudio no se encontraron variaciones en la
expresion de bandas de proteinas en los grupos raciales de las razas Katahdin y
Santa Inés, ni en la proporcién de bandas de acuerdo a la clasificacion de Bajo,

mediano y alto MW.

Gran parte de la actividad de las enzimas antioxidantes correlacionaron con
expresion de proteinas entre los 36 y 61 kDa, y al mismo tiempo mostraron un
efecto cuando cambian las condiciones ambientales como la prec. y la t°,
robusteciendo el sistema antioxidante durante momentos de estrés por efecto del

clima.

3.2 Recomendaciones
Teniendo en cuenta que a la fecha se han desarrollado pocas investigaciones

frente al comportamiento y los procesos de adaptacion en ovinos de pelo de razas

forhneas, se hace necesario continuar con nuevos estudios que permitan
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determinar cual es su potencial reproductivo de acuerdo a las diferentes zonas

geograficas del pais.

Dada la fluctuacion en las variables climaticas que se presentaron durante el
desarrollo de la investigacion, se recomienda realizar préximas investigaciones
durante periodos donde exista un patron de lluvias homogéneo a través del
seguimiento, o realizar un seguimiento mas prolongado, que permita determinar
cual es el efecto sobre las variables de calidad de los eyaculados ovinos, y la
actividad antioxidante del PS; ademas, dadas las condiciones ambientales en las
gue se desarrollé el experimento, es importante iniciar el desarrollo de nuevos
indices asociados al estrés calorico, que permitan identificar la capacidad de los
individuos para desarrollar su potencial fisioldgico.

Dadas las condiciones de campo en las que se desarrolld la investigacion, las
técnicas para evaluacién de la calidad seminal no fueron lo suficientemente
concluyentes para determinar el potencial fértil del espermatozoide, sin embargo,
se recomienda para futuras investigaciones desarrollar pruebas que contemplen la
valoracion de nuevos indicadores de calidad como reaccién acrosdmica, estado de
membrana, fragmentacion de DNA, entre otras, que puedan aumentar la

confiabilidad de los resultados, y predecir la capacidad fecundante del individuo.

De acuerdo a otras investigaciones, se recomienda realizar la determinacién de la
actividad antioxidante separada entre el primer y segundo eyaculado, con el fin de
determinar el potencial del sistema antioxidante en cada uno, ademas de realizar
pruebas que puedan asociar estos resultados, con la produccion de ROS, o medir

dafos sobre la célula por efecto de estos.

Se recomienda para nuevas investigaciones tener en cuenta, la calidad de los
forrajes suministrados, dado que la expresion de las proteinas y su concentracion,
y la actividad de las enzimas antioxidantes y las variables de calidad seminal,

pueden verse afectadas por la dieta.
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La identificacion de bandas de proteinas mediante SDS- PAGE, es un referente
frente al potencial de expresion genético de los individuos evaluados, y su relacion
con las variables de calidad seminal; sin embargo, para una mayor confiabilidad y
certeza de los resultados, se hace conveniente implementar nuevas técnicas de
identificacion de proteinas mas especificas, con el fin de seleccionar moléculas
candidatas a usar como marcadores en la calidad del eyaculado como lo es la
electroforesis bidimensional y utilizar la técnica de espectrofotometria de masas

para la identificacion de las diferentes proteinas.
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Anexo: Formato evaluacion Reproductiva del macho ovino.

fi D MACROPROCESO: PRODUCTIVO Codigo: COL. 576 - 12
BN - . ) Versién: 1.0
NI ﬁﬁ%\%\iAL FORMATO: Evaluacidn Aptitud Reproductiva del Macho —

iy | Pagina: 1de 1
1. Informacion General

Fecha (dd,mm,aaaa) : : # Visita ID Reproductor

Predio Mpio Fecha Nacimeinto

2. Examen Fisico de Macho

a. |Condicion Corporal (0-5) Observaciones:

b. | Circunferencia Escrotal (cm)

C. |Aplomos Normal [Anormal

d. [Epididmos Normal [Anormal

€. |pene Normal [Anormal

f. |Prepucio Normal |Anormal Famacha:

9. |Escroto Normal [Anormal DAG's

3. Espermiograma

Examen Macroscépico Concentracién espermatica 1
Eyaculado 1 2 Camara 1|Camara 2 Formula
a. Volumen Total Total Prom. X 5 X dilucién
b. Color X 10000
C. Aspecto Promedio
d. Otros concentracion total
Examen Microscépico Concentracién espermatica 2
Eyaculado 1 2 Camara 1|Camara 2 Formula
a Motrilidad Masal (0-5) Total Total Prom. X 5 X dilucion
b.| Motilidad Progresiva (%) X 10000
Concentraciéon (X106/ml) Promedio
d. Vitalidad (%) concentracion total
e. [Morfologia (¥Normalidad)

3. Observaciones

REVISO FIRMA COORDINADOR
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Anexo: Seguimiento mensual sobre la carga parasitaria mediante la

técnica de McMaster

Anexos

SEGUIMIENTO MENSUAL CARGA PARASITARIA
iig,‘:\? ID Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4
STR [STG [Eim [ND [Try |Mon [STR BTG [Eim [ND [Try |[Mon |[STR [STG [Eim ND [Try (Mon [STR [STG [Eim ND [Try |Mon
52 2500 {100 |0 (50 |0 | O [100 |50 |0 |O 0 [1550 |0 [0 |0 800 (100 [200 |0 |0 | O
57 [2500 [200 |0 (100 |O | O [100 {00 [0 |O 0 |1600 [200 [200 |0 200 (100 [300 [0 |0
E < 1536 (3500 (100 {50 |0 (0 [0 [300 |0 |0 |oO 0 [2500 [100 [0 |0 0 100 200 |0 |0 |0 | O
£ 3| 8 [8000 |50 50 |0 | 0 0 P00 |0 |0 |50 | 0 (2100 [150 {400 [0 |50 | 50 [200 [200 [100 |0 |0 |100
& 645 |6000 | O 0 |0 |oO 0 100|0 |O 0 [2250 |0 o0 |0 0 poo|o |0 |0 |0 |oO
88 [5500 |50 |50 |0 [0 | 0 [2500 |0 [0 f00 0 |1200 |50 Boo |0 [0 | 0 |Oo |0 400 [0 |O | O
200 {1000 (100 0 (50 | 0 |200 (0o [0 [0 |50 | 0 [3550 {100 |0 |0 |50 | O [200 [150 [500 [0 |50 | O
@ 300 0 |0 0 [0 |oO 0 00 |0 0 |e00 |0 100 |0 [0 |0 |0 |00 |0 [0 |O | O
Ti:: 400 2500 [250 |0 100 |0 [100 | O |0 |O 0 |500 [200 |0 |o [0 |0 |o |0 oo |0 |0 | O
=3 | 48 (3700 [200 |50 |0 |50 | 0 |1500 poo |0 |50 0 |700 {100 {400 |0 |0 | O Jsoo |0 |0 [0 |50 | O
2 1793 [100 (100 |0 |50 [0 | 0 [700 poo |0 |0 |50 | 0 1570 |0 500 |0 |0 | 0 |Oo |0 oo [0 |0 | O
c 1525 (4500 0 |o |o |0 |35 0 [100 0 |300 |0 200 |0 |0 |100 |O |0 [500 [0 |0 | O
% § 2363 3200 0 {100 [0 | 0 [2000 0 |0 0 0 (100 |0 |0 |0 |0 Boo|o [0 [0 |0 |O
5202365 |0 |0 |o |0 |o]o 0 |o |o |0 |0 |oO 0 |o |o |o]o|o [o |o |o |o]o |oO

STR= Estrongylidos; STG= Strongiloides; Eim=Eimeria; ND: Nematodirus; Try: Tricuris; Mon: Moniezia. Los resultados para strongylidos,
trongyloides, Nematodirus, tricuris, Moniecia estan expresados en huevos por gramo (hpg), los resultados para Eimeria estan expresados

:omo Ooquiste por gramos (opg). El recuento se realizé mediante la técnica de Mcmaster
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B.Anexo: Oficio Aprobacion Comité de Bioética y
Bienestar Animal Facultad de Medicina
Veterinariay de Zootecnia

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBLA
SEDE BOGOTA
FACULTALD DE MEDICINA VETERINARLA Y DE ZOOTECNIA
COMITE DE BIOETICA
CB-092-2015
Bogota, 14 de diciembre de 2015

Doctor

JAIME ANTONIO CARDOZO CEQUERA
Profesor Adjunto

Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia

Apreciado Doctor Cardozo.

El Comité de Bioética en sesidn virtual realizada del 2 al 4 de diciembre de 2015 (Acta 09), hizo revision
de la documentacion y aclaraciones referentes al siguiente proyecto y acordd emitir el respectivo
concepto, asi:

EFECTO DEL PERIODO CLIMATICO EN LA EXPRESION DE
Proyecto PROTEINAS Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL PLASMA
SEMINAL OVINO

::':r:_lejggf'dur Jaime Antonio Cardozo Cerquera. Profesor Adjunto FMVZ. Tutor.
EStUdiante - Daniel Felipe Torres Ruda. Maestria FMVZ.

rograma
Concepto AVALADO

Es importante tener en cuenta gue este concepto solo aplica para los procedimientos en las
condiciones y con las caracteristicas indicadas en el formato final y documentos presentados. El
investigador debera informar sobre cualquier cambio que se proponga incluir y que esté relacionado con
la ubicacion, el cuidado y bienestar de los animales, estas modificaciones no podran ejecutarse sin el
aval previo del Comité; asi mismo, se debe dar aviso sobre cualquier situacion imprevista que se
considere impligue algan riesgo para los animales o la comunidad o el medio en el cual se lleva a cabo el
estudio.

Agradezco su atencion.

Cordialmente,

/TS, ":ﬁﬁi% o

Coordinadora Comité de Bio

Elabord: Villa Mery Lopez'Secretaria

Carrera 30 MO. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECHNIA, Edificio 5616
Teléfonos: (57) (1) Directo: 3165693-Conmutador: 3165000 Ext.: 19469
Correo electronico: comibio _fmvzbog@@unal edu.co
http:iimedicinaveterinariaydezootecnia. boqota_unal edu_co/bioetica. bl
Bogota, Colombia, Sur América
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D.Anexo: Protocolo de Colecta CIDTEO

OBJETIVO DEL PROCEDIMIENTO: Obtencién de un eyaculado con un método
gue semeja la monta natural del macho obteniendo casi las mismas caracteristicas
de un eyaculado representativo, higiénico y normal, causando el menor efecto
sobre el normal comportamiento sexual del macho, y que se ha demostrado que
las caracteristicas del eyaculado no son alteradas (Jiménez-Rabadan et al, 2012).
GRADO DE INVASIVIDAD: Segun la escala de invasividad el protocolo
propuesto posee un grado LEVE.
MATERIALES:

.

e Vagina artificial para ovinos (Marca IVM)

e Conos para la colecta higiénicos de silicona

e Tubos de vidrios aforados

e Tubos de plastico de 15 ml

e Cobertores térmicos de la vagina artificial

e Incubadora a 40°C

e Bafio Maria a 37°C

e Churruscos para calentar agua

e Termos para el agua caliente

e TermoOmetros
e Embudos plasticos ! l
e Gradillas
e Algodon
e Alcohol

e Lubricante estéril (carboximetil celulosa)

e Agua destilada y solucion salina

e Tijeras
e Jeringas de 60 ml

e Guantes de examen
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e Formato de colecta
e Contenedores para la disposicion de residuos
DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

1. Verificacion de limpieza y desinfeccion del
laboratorio de analisis y procesamiento de
material seminal.

2. Preparacion del area de colecta (si este es un

corral se deben eliminar elementos que causen

dafo a los operarios y a los animales.
3. Si se usa un animal como fantoma, este no debe presentar signos de
enfermedad, (cojeras, evidencia de diarrea, tos, depresion, cc inferior a 2,
membranas mucosas palidas, fiebre, etc.)
Debe estar sujeto e inmovil, evitando que
pueda incomodar al macho para la colecta.

4. Preparar las vaginas artificiales con agua

caliente aproximadamente a 40°C. Para

preservar la temperatura y evitar pérdida de

tiempo, se pueden almacenar en la incubadora
a la misma temperatura. Adicional a esto y para potencializar el tiempo se puede
mantener un termo con agua hirviendo para regular la temperatura de la vagina
a la deseada.

5. Mouvilizar los reproductores al area de colecta, con un nimero no maximo a 4

reproductores por grupo.

6. Realizar un examen de clasificacion de la aptitud
reproductiva con la evaluacion fisica y visual del

macho. Esta incluye revision del estado sanitario,

medicién de la circunferencia escrotal, condicion

corporal, revision del sistema reproductivo.
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7. Para garantizar una adecuada limpieza de la muestra se realiza un lavado

prepucial con la solucién salina a temperatura ambiente. Con ayuda de una

jeringa de 60 ml se aplican 30 ml de la solucion, se

obstruye el orificio precucial para mantener la

solucion en el interior y con la otra mano frotara

suavemente el pene a través del prepucio, para
luego dejar salir la solucion.

8. Con la vagina artificial preparada y con la
temperatura controlada Se permite el
ingreso del donante y su monta al
fantoma. El operario de preparacion de
animales diligencia el formulario de
colecta de semen. Un operario controla 'y
direcciona los movimientos del animal
hacia el fantoma. El tercer operario
maneja la vagina artifical, desvia el
prepucio del donante hacia la VA, teniendo presente que la valvula se encuentre
dirigida hacia el operario y no hacia el animal.

9. Si el animal realiza mas de 3 montas sin eyaculacién se cambia la VA 'y se le
permite al macho descansar y es retirado del area de colecta para que este

cambie de ambiente y pueda volver a ingresar con el interés hacia la monta.

10.Una vez se verifica el golpe de rifidn, la
eyaculacién, el donante es sujetado de espaldas a
la hembra, hasta que se decide el proceder (otra
colecta o la salida).

11.La muestra de semen es entregada a un operario
del laboratorio para su evaluacidbn macroscopica y

colocacion en el bafio de maria.

La intervencion a los animales termina con la
obtencion de los eyaculados.
POSIBLES COMPLICACIONES Y SOLUCIONES
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Los machos en general aceptan muy bien la técnica, siendo una posible
complicacion que estos no se sientan comodos para la colecta y no eyaculen. Con
el fin de no causar estrés en los animales, después de dos intentos consecutivos,
este se deja descansar uno o dos turnos, y se vuelve a realizar la colecta.

Los machos no presentan dolor ocasionado por el uso de la vagina artificial, pero
si es del caso estos seran monitorizados para evitar altos niveles de estrés. Se
contara con el apoyo del médico veterinario del centro para controlar cualquier
efecto secundario de la colecta.
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E.Anexo: Seguimiento Semanal- Circunferencia Escrotal (cm)
GRUPO SEGUIMIENTO SEMANAL CIRCUNFERENCIA ESCROTAL (cm)
RACIAL P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
52 [ 33 32| 32 32 31 32 30 30 31 | 325 | 32| 325 | 31 | 315
57 | 34 | 33| 33 33 33 33 33 33 33 32 33| 33 31 31
Sar?ta 1536 | 36 | 34 34 34 33 34 33 33 34 34 35 34 33 33
ch:]::n 84 33 | 33 33 33 31 31 32 33 32 32 32 30,5 31 30,5
645 | 26 | 26 26 25,5 25,5 26 26 26 25,5 26 26 26 26 26,5
88 31 | 31 30 31 29 30 32 31 32 30 30 30 31 28
200 | 31 | 31| 31 30 30 | 315 | 305 | 315 | 31 31 |30 305 | 31,5 | 315
Santa | 300 | 36 | 36 | 36 | 355 | 35 35 35 36 | 365 | 365 |37 | 36 36 36
Ines 400 | 36 | 34 34,5 35 35 34 34 35 35 34 34 34 34 33
Adulto [ 48 |33 | 33| 32 33 32 32 32 32 32 32 | 32| 32 32 31
1793 34 | 34 34 33 33 32 33 33 33 34 33 34 33 32
Katahdin 15251 40 | 40 40 39 40 39 40 38 39 40 40 39 40 40
2363 33 | 32 32 33 31 30 32 33 33 33 32 31 33 32
Joven 2365 37 | 37 36 37 37 38 37 36,5 36,5 37 37 37 36,5 38

La medicion se realiz6 con una cinta métrica con precision +0,1cm. Las medidas se realizaron una vez por semana, antes de cada

colecta.
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F.Anexo: Especificaciones uso Spermacue
Accured IMV®

El Accuread es un pequefio instrumento facil de usar que mide la concentracion de los
espermatozoides en suspensién a 600 nm. La medida se obtiene gracias a la asociacion
de una fuente LED de 600 nm. y de una fibra Optica.

Calibracion de la curva

La curva pre-calibrado fue determinada a partir de un minimo de 50 eyaculados de la
especie con la cual el Accuread trabaja. Los eyaculados provienen de animales en
condiciones especificas de ganaderias y de recolecta correspondiente a un centro de
produccién de semen.

La curva de tipo polynomiale esta definida en funcion de :

e Los valores de absorbancia visualizados sobre las muestras de semen con el
Accuread.

e Los valores de concentracion realizados con un método de referencia.

Es muy importante utilizar como norma la misma solucion que la que se ha
usado para el pre-calibrado: NaCl a 0,9% o diluyente sdlo si se trata de la especie porcina.

ESPECIE \S/gl\l;llé',\\lﬂEN VOLUMEN TASA DE GAMA DE )
PURO NaCl a0,9% | DILUCION CONCENTRACION

Ovino , 6 o

Caprino 10 pl 3990 pl 1:400 500 x10° - 8,0x10

1. Poner en marcha el Accuread apretando la tecla Encender / Apagar.

2. Asegurarse de que el aparato esta en modo concentracion con la presencia del
simbolo a la izquierda de la pantalla.

3. Colocar la macro cubeta cero en la camara de muestras (macro cubeta conteniendo
solo solucién NaCl a 0,9%.)

4. Apretar y soltar la tecla cero. “0.00” aparece a la pantalla.

5. Retirar la macro cubeta y substituirla por la muestra de semen ya diluida respetando
la tasa de dilucion de la especie por la cual el Accuread ha estado calibrado.
Homogeneizar 2 veces la macro cubeta.

6. Apretar y soltar la tecla Measure. La pantalla indica la concentracion en millones
(06) o en miles de millones (09) por ml. Para visualizar sucesivamente la
absorbancia o el % de transmision, apretar la tecla Mode.

7. En el caso de que el aparato esté conectado a una impresora 0 a un PC, el
resultado sera enviado directamente via la RS 232 en cuanto aparezca en la
pantalla.

123






Bibliografia

Abadia, B., & Mv, S. (2008). Informe Final Del Proyecto “ Factores Bioquimicos Del Semen
Y Fertilidad in Vitro De Toros Nativos E Introducidos En El Tropico Colombiano Codigo
7106-07-14951 Lider Del Proyecto Programa De Fisiologia Y Nutricion Animal
Corpoica — Tibaitata Mosquera Mayo.

Al-kanaan, A., Konig, S., & Brugemann, K. (2015). Effects of heat stress on semen
characteristics of Holstein bulls estimated on a continuous phenotypic and genetic
scale. Livestock Science, 177, 15-24. https://doi.org/10.1016/j.livsci.2015.04.003

Almadaly, E. A., Farrag, F. A., Saadeldin, I. M., EI-Magd, M. A., & EI-Razek, I. M. A. (2016).
Relationship between total protein concentration of seminal plasma and sperm
characteristics of highly fertile, fertile and subfertile Barki ram semen collected by
electroejaculation. Small Ruminant Research, 144(August), 90-99.
https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2016.07.023

ANCO. Reglamento nacional oficial de registro y control productivo de ovinos y caprinos
de ANCO (2012).

Arrebola, F. A., Abecia, J. A, Forcada, F., Garcia, A., Martin, R. A., & Mesa, O. (2009).
Effects of annual rainfall and farm on lamb production after treatment with melatonin
implants in Merino sheep : A 4-year study Effects of annual rainfall and farm on lamb
production after treatment with melatonin implants in Merino sheep : A 4-year study,
(January 2016). https://doi.org/10.1080/00480169.2009.36893

Asoovinos. (2014). Plan Estratégico de la ovinocultura Colombiana 2018.
https://doi.org/Htttp://www.asoovinos.org/archivos/articulos_tecnicos/plan_desarrollo
_gremia_asoovinos_10-18.pdf

Baba, T., Niida, Y., Michikawa, Y., Kashiwabara, S. |., Kodaira, K., Takenaka, M., ... Arai,
Y. (1994). An acrosomal protein, sp32, in mammalian sperm is a binding protein
specific for two proacrosins and an acrosin intermediate. Journal of Biological
Chemistry, 269(13), 10133-10140.

Bonaccini, P. (2012). Studio del proteoma del seme coeglato equino mediante
electtroorese bidimensionale.

Calidad, L. A, En, E., Razas, T., Bajo, O., Tropico, C. D. E., & Colombiano, A. (2016).

125



Melissa Carvajal Serna.

Calvete, J. J., Raida, M., Sanz, L., Wempe, F., Scheit, K. H., Romero, a, & Topfer-Petersen,
E. (1994). Localization and structural characterization of an oligosaccharide O-linked
to bovine PDC-109. Quantitation of the glycoprotein in seminal plasma and on the
surface of ejaculated and capacitated spermatozoa. FEBS Letters, 350(2—-3), 203—
206. https://doi.org/10.1016/0014-5793(94)00768-3

Canovas, S., & Coy, P. (2008). Aspectos moleculares de la fecundacion : union y fusion de
gametos. Revista de Investigacion Clinica, 60(4), 403—413.

Cérdenas-Gallegos, M., Aké-Lopez, J., Centurion-Castro, F., & Magafia-Monforte, J.
(2012). The Breed and Season Effects on Scrotal Circumference and Semen
Characteristics of Hair Sheep Rams Under Tropical Conditions. Reproduction in
Domestic Animals, 47(6), e92—e94. https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2012.02001.x

Cardozo, J. (2006). Identificacion mediante electroforesis bidimensional de proteinas del
plasma seminal ovino capaces de proteger de los dafios del frio .

Cardozo, J., Grasa, P., & Cebrian, J. (2009). Adicion de proteinas del plasma seminal ovino
durante la congelacion del espermatozoide y efectos sobre su motilidad y viabilidad/.
Revista Corpoica (Colombia), 10, 51-59. Retrieved from http://orton.catie.ac.cr/cgi-
bin/wxis.exe/?IsisScript=BAC.xis&method=post&formato=2&cantidad=1&expresion=
mfn=056183

Cecilia Vicenta Paparella, B., Argentina Bioquim Adriana Beatriz Pavesi, R., Argentina
Rodolfo Néstor Feldman, R., Beatriz Reina Bouvet, B., & Argentina, R. (2015).
Importancia de la evaluacion del estrés oxidativo en el semen humano Importance of
the assessment of oxidative stress in human semen. Arch Med Interna, 37(371), 7—
14.

Dacheux, J. L. ., & Voglmary, J. K. (1983). Sequence of sperm cell differenciation and its
relationshipto exogenous fluid proteinsin the ram epididymis. Biology of Reproduction,
29, 1033-1047.

De, P. (2011). indice de conforto térmico para ovinos e caprinos : indice de temperatura do
globo negro e umidade registrado em pesquisas no Brasil, 7-10.

Ellerman, D. a., Myles, D. G., & Primakoff, P. (2006). A Role for Sperm Surface Protein
Disulfide Isomerase Activity in Gamete Fusion: Evidence for the Participation of
ERp57. Developmental Cell, 10(6), 831-837.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2006.03.011

Espinal, C., Covaleda, H., & Amezquita, J. E. (2006). La cadena ovinos y caprinos en

126



Bibliografia

Colombia. Retrieved from www.agrocadenas.gov.co agrocadenas@iica.int

FAOSTAT. (2012). Statistic Division of the food and agriculture Organization. Retrieved
from htt://faostat.fao.org/site/569/desktopdafault.aspx?pageid=569#ancore

Favareto, a. P. a, Rodello, L., Taconeli, C. a., Bicudo, S. D., Klinefelter, G. R., & Kempinas,
W. G. (2010). Identification of the SP22 sperm protein in santa in??s and dorper rams.
Reproduction in Domestic Animals, 45(2), 323-330. https://doi.org/10.1111/j.1439-
0531.2008.01313.x

Fedegan. (2016). No Title.

Flesch, F. M., & Gadella, B. M. (2000). Dynamics of the mammalian sperm plasma
membrane in the process of fertilization. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on
Biomembranes, 1469(3), 197—-235. https://doi.org/10.1016/S0304-4157(00)00018-6

Gerton, G. (2002). Function of the sperm acrosome. Fertilization, 265-302.

Holdridge, L. R. (1947). Determination of world plant formations from simple climatic data.
Science, 105, 367-368.

ICA. (2016). Censo Agropecuario Ovino.

Ignotz, G. G., Lo, M. C., Perez, C. L., Gwathmey, T. M., & Suarez, S. S. (2001).
Characterization of a fucose-binding protein from bull sperm and seminal plasma that
may be responsible for formation of the oviductal sperm reservoir. Biology of
Reproduction, 64(6), 1806—1811. https://doi.org/10.1095/biolreprod64.6.1806

Jobim, M. I. M., Oberst, E. R., Salbego, C. G., Souza, D. O., Wald, V. B., Tramontina, F., &
Mattos, R. C. (2004). Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of bovine
seminal plasma proteins and their relation with semen freezability. Theriogenology,
61(2-3), 255-266. https://doi.org/10.1016/S0093-691X(03)00230-9

Juliane, C., Santana, L., Lopes, A., & Aiura, D. O. (2017). Biophysical responses of Santa
Inés and crossbred Santa Inés-Dorper ( F1) ewes to a hot environment. J Anim Behav
Biometeorol, 1-6.

Koivisto, M. B., Costa, M. T. a, Perri, S. H. V, & Vicente, W. R. R. (2009). The effect of
season on semen characteristics and freezability in bos indicus and bos taurus bulls
in the Southeastern Region of Brazil. Reproduction in Domestic Animals, 44(4), 587—
592. https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2008.01023.x

Lebbie, S. H. B. (2004). Goats under household conditions. Small Ruminant Research,
51(2), 131-136. https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2003.08.015

Ledesma, a, Manes, J., Cesari, a, Alberio, R., & Hozbor, F. (2014). Electroejaculation

Increases Low Molecular Weight Proteins in Seminal Plasma Modifying Sperm Quality

127



in Corriedale Rams. Reproduction in Domestic Animals, 49(2), 324—
332. https://doi.org/10.1111/rda.12279

Lozano, H. (2009). Factores que afectan la calidad seminal en toros. REv Med Vet Zoot,
56, 258-272.

Lozano M, H. (2014). Reproduccion ovina en Colombia. Revista Ciencia Animal, 8, 67—-83.

Marti, E., Mara, L., Marti, J. I., Muifio-Blanco, T., & Cebridn-Pérez, J. a. (2007). Seasonal
variations in antioxidant enzyme activity in ram seminal plasma. Theriogenology,
67(9), 1446-1454. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2007.03.002

Marti, E., Marti, J. |, Muifio-Blanco, T., & Cebrian-Pérez, J. a. (2008). Effect of the
cryopreservation process on the activity and immunolocalization of antioxidant
enzymes in ram spermatozoa. Journal of Andrology, 29(4), 459-467.
https://doi.org/10.2164/jandrol.107.003459

Medrano Diaz, A. A. (2005). Estudio del metabolismo energético de los espermatozoides
porcinos y su repercusion en el disefio de diluyentes optimizados para la conservacion
de semen refrigerado. Medicina, 257.

Moreno, D. (2013). Nivel de desarrollo tecnolégico de los sistemas de produccién ovinos y
caprinos en las regiones Centro, Norte y Valles Interandinos de Colombia.

Moura, P. P., Franco, M. M., Silva, T. A. D. S. N., Rocha, T. L., Leal, D. R., Passos, P. I.
B., & Neves, J. P. (2010). Caracterizagdo de proteinas do plasma seminal e sua
relacdo com parametros de qualidade do sémen criopreservado em ovinos. Ciéncia
Rural, 40(5), 1154-1159. https://doi.org/10.1590/S0103-84782010005000068

Muifio-Blanco, T., Pérez-Pé, R., & Cebrian-Pérez, J. a. (2008). Seminal plasma proteins
and sperm resistance to stress. Reproduction in Domestic Animals, 43(SUPPL.4), 18—
31. https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2008.01228.x

Nichi, M., Bols, P. E. J., Zluge, R. M., Barnabe, V. H., Goovaerts, |. G. F., Barnabe, R. C.,
& Cortada, C. N. M. (2006). Seasonal variation in semen quality in Bos indicus and
Bos taurus bulls raised under tropical conditions. Theriogenology, 66(4), 822—828.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2006.01.056

Ocampo, R. J. (2014). CARACTERIZACION GENETICA DE OVINOS EN COLOMBIA
POR MEDIO DE MARCADORES MICROSATELITES.

Oliveira, C. H., Vasconcelos, a. B., Souza, F. a., Martins-Filho, O. a., Silva, M. X., Varago,
F. C., & Lagares, M. a. (2010). Cholesterol addition protects membrane intactness
during cryopreservation of stallion sperm. Animal Reproduction Science, 118(2-4),
194-200. https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2009.08.011

128



Bibliografia

Oliveira, J. T. A., Souza, A. C. L., Neiva, J. N. M., & Moura, A. A. (2010). © s Rams During
the First Year of Life : Body Reproductive Development of Santa Ine and Testis Growth
, Testosterone Concentrations , Sperm Parameters , Age at Puberty and Seminal
Plasma Proteins, 653, 644—653. https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2008.01322.x

Olivera, M., Ruiz, T., Tarazona, a, & Giraldo, C. (2006). El espermatozoide , desde la
eyaculacion hasta la fertilizacion. Rev Col Cienc Pec, 19(4), 426-436.

Ollero, M., Bescos, O., Cebrian-Pérez, J. a., & Muifio-Blanco, T. (1998). Loss of plasma
membrane proteins of bull spermatozoa through the freezing-thawing process.
Theriogenology, 49(3), 547-555. https://doi.org/10.1016/S0093-691X(98)00006-5

Olson, E., Winfrey, P., & Noland, D. (1985). Isolation and Characterization with the Outer
Acrosomal of a Macromolecular of Bovine Spermatozoa ' Departments incubation of
other to, 761-779.

Pérez-Pé, R., Cebrian-Pérez, J. a., & Muio-Blanco, T. (2001). Semen plasma proteins
prevent cold-shock membrane damage to ram spermatozoa. Theriogenology, 56(3),
425-434. https://doi.org/10.1016/S0093-691X(01)00574-X

Perry, G., Patterson, D., & Sciences, A. (1992). Determinacion de la fertilidad reproductiva
de toros padres. Theriogenology, 71(638), 1-4.

Pomar J. E., G. C. V. (1985). Estudio preliminar para determinar las diferentes zonas de
vida en el departamento del Tolima segun el sistema de Holdridge.

Restrepo, N. (2012). Perfiles electroforeticos 1D y 2D page de Proteinas de la Membrana
del Espermatozoide de Toros Brahman y Sanmartinero y su Relacion con parametros
de Calidad Seminal.

Rocha, D. R., Matrtins, J. A. M., van Tilburg, M. F., Oliveira, R. V., Moreno, F. B., Monteiro-
Moreira, A. C. O, ... Moura, A. a. (2015). Effect of increased testicular temperature
on seminal plasma proteome of the ram. Theriogenology, 1-15.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2015.07.008

Rueda, F. (2011). Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu y su relacién
con la integridad de la membrana del espermatozoide sometido a procesos de
criopreservacion Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebl y su
relacion con la integridad d, 137. Retrieved from
http://www.bdigital.unal.edu.co/3999/1/07-780210.2011.pdf

Silva Lima, I. cordeiro. (2011). VARIACOES NO PERFIL PROTEICO E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO PLASMA SEMINAL ASSOCIADAS A POTENCIAIS
CONDICOES DE ESTRESSE TERMICO EM VARIACOES NO PERFIL PROTEICO

129



E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO PLASMA SEMINAL ASSOCIADAS A.

Silva, P. F. N., & Gadella, B. M. (2006). Detection of damage in mammalian sperm cells.
Theriogenology, 65(5 SPEC. ISS.), 958-978.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.09.010

Silva, P. F. N., Gadella, B. M., Colenbrander, B., & Roelen, B. A. J. (2007). Exposure of
bovine sperm to pro-oxidants impairs the developmental competence of the embryo
after the first cleavage, 67, 609-619.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2006.09.032

Souza, C., Araugjo, A., Oliveira, J., Lima Souza, A., Neiva, J., & Moura, A. (2009).
Reproductive Development of Santa Inés Rams During the First Year of Life: Body
and Testis Growth, Testosterone Concentrations, Sperm Parameters, Age at Puberty
and Seminal Plasma Proteins. Reproduction in Domestic Animals, 653, 644—653.
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2008.01322.x

Souza, C. E. a, Rego, J. P. a, Lobo, C. H., Oliveira, J. T. a, Nogueira, F. C. S., Domont, G.
B., ... Moura, A. a. (2012). Proteomic analysis of the reproductive tract fluids from
tropically-adapted Santa Ines rams. Journal of Proteomics, 75(14), 4436-4456.
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2012.05.039

Souza, A. F. De, Leitdo, M. D. C. G., Batista, A. M., Porto, A. L. F., Lima Filho, J. L. De, &
Guerra, M. M. P. (2009). Proteinas do plasma seminal de caprinos relacionadas com
o indice pluviométrico e a qualidade do sémen. Ciéncia Rural, 39(4), 1155-1161.
https://doi.org/10.1590/S0103-84782009005000044

Teixeira, a V. C., Eloy, a M. X., Furtado, J. R., Pinheiro, R. R., & Pontes, M. S. (2009). 1D
mapping of seminal plasma proteins in Anglo-Nubian goats. October, (2006), 516—
525.

Tulsiani, D. R., Abou-Haila, a, Loeser, C. R., & Pereira, B. M. (1998). The biological and
functional significance of the sperm acrosome and acrosomal enzymes in mammalian
fertilization. Experimental Cell Research, 240(2), 151-164.
https://doi.org/10.1006/excr.1998.3943

Valdez, D. (2013). Efecto del dodecil sulfato ionico adicionado a un diluyente libre de yema
de huevo sobre la calidad de semen ovino congelado.

Zalazar, L., Ledesma, A., Hozbor, F., & Cesari, A. (2015). Heterologous recombinant
protein with decapacitating activity prevents and reverts cryodamage in ram sperm:
An emerging biotechnological tool for cryobiology. Animal Reproduction Science.
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2015.11.007

130



Bibliografia

Zhu, G. Z., Myles, D. G., & Primakoff, P. (2001). Testase 1 (ADAM 24) a plasma membrane-
anchored sperm protease implicated in sperm function during epididymal maturation
or fertilization. Journal of Cell Science, 114(Pt 9), 1787-1794.

131



