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RESUMEN DEL CONTENIDO EN ESPANOL E INGLES

(Méximo 250 palabras ~ 1530 caracteres. aplica para resumen en espanol):

Resumen
El estrés oxidativo es generado por desequilibrios entre especies reactivas del oxigeno

: (ERO's) y actividad antioxidante durante la congelacion seminal, afecta estructuralmente
membranas celulares, actividad enzimatica y acidos nucleicos del espermatozoide
interrumpiendo procesos fisiolégicos como la produccién de energia (ATP), reduciendo la
movilidad, viabilidad y capacidad fertilizante. Este trabajo evalu6 la calidad seminal (pH,
duracion de la movilidad, movilidad, volumen), y capacidad antioxidante (CAntiOX) en
semen fresco y semen crioconservado de Piaractus brachypomus. Se utilizaron seis (n=6),
machos sexualmente maduros inducidos con 4 mg.kg‘1 de extracto hipofisario de carpa
(EHC), de los que se colecté semen 18 horas pos-induccién. Calidad espermatica y
CAntiOX del semen fresco se evaluaron en 4 tiempos diferentes posteriores a la colecta
{0, 15, 30 y 60 min.), y en semen crioconservado (24 horas, 1, 6 y 12 meses) a -186°C en
nitrégeno liquido. La CAntiOX fue cuantificada por medio del test de Capacidad
Antioxidante Total, Sigma-Aldrich@; mediante espectrofotometria visible (405nm); BioRad
Model 680 microplate reader/ California EEUU), en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UD.C.A), Sede Bogota. Se
evidenciaron variaciones significativas en la movilidad espermética (p < 0,00567), duracién
de la movilidad (p < 0,037) y pH (p < 0,001) del semen crioconservad‘o, mientras que
CAntiOx no mostré diferencias significativas (p < 0,690). En el semen fresco la movilidad
espermatica presenté diferencias significativas (p < 0,00228), a los 60 min., respecto a los
demas tiempos.

Abstract
Oxidative stress is generated by imbalances between reactive oxygen species (EROs) and
antioxidant activity during seminal freezing, structurally affects cell membranes, enzymatic
activity and nucleic acids of the sperm disrupting physiological processes such as energy
production (ATP), reducing mobility, viability and fertilizing capacity. This work evaluated
the seminal quality (pH, motility duration, motility, volume), and antioxidant capacity
(CANntIOX) in fresh semen and cryopreserved semen of Piaractus brachypomus. Six (n =
6), sexually mature males induced with 4 mg.kg-1 of pituitary carp extract (EHC) were

used, from which semen was collected 18 hours post-induction. Sperm quality and
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CANtiOX of fresh semen were evaluated in 4 different times after collection (0, 15, 30 and
60 min.), And in cryopreserved semen (24 hours, 1, 6 and 12 months) at -196 ° C in liquid
nitrogen. CAntiOX was quantified by means of the Total Antioxidant Capacity test, Sigma-
Aldrich®; by visible spectrophotometry (405nm); BioRad Model 680 microplate reader /
California USA), at the Microbiology Laboratory of the University of Applied and
Environmental Sciences (U.D.C.A.), Bogota Headquarters. Significant variations in sperm
mobility (p <0.00567), motility duration (p <0.037) and pH (p <0.001) of cryopreserved
semen were evidenced, while CAntiOx showed no significant differences (p <0.690). In the
fresh semen the sperm mobility presented significant differences (p <0.00228), at 60 min.,
Compared to the other times.
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otorga a titulo gratuito por el maximo tiempo legal colombiano, con el proposito de
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c¢) Los titulares aceptan que la autorizacion se hace a titulo gratuito, por lo tanto,
renuncian a recibir beneficio alguno por la publicacion, distribuciéon, comunicacion
publica y cualquier otro uso que se haga en los términos de la presente licencia y
de la licencia de uso con que se publica.

d) El(Los) Autor(es), garantizo(amos) que el documento en cuestion, es producto
de mi(nuestra) plena autoria, de mi(nuestro) esfuerzo personal intelectual, como
consecuencia de mi (nuestra) creacion original particular y, por tanto, soy(somos)
el(los) unico(s) titular(es) de la misma. Ademas, aseguro(aseguramos) que no
contiene citas, ni transcripciones de otras obras protegidas, por fuera de los limites
autorizados por la ley, segun los usos honrados, y en proporcion a los fines|
previstos; ni tampoco contempla declaraciones difamatorias contra terceros;
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respetando el derecho a la imagen, intimidad, buen nombre y demas derechos
constitucionales. Adicionalmente, manifiesto (manifestamos) que no se incluyeron
expresiones contrarias al orden publico ni a las buenas costumbres. En
consecuencia, la responsabilidad directa en la elaboracién, presentacion,
investigacion y, en general, contenidos es de mi (nuestro) competencia exclusiva,
eximiendo de toda responsabilidad a la Universidad de Cundinamarca por tales
aspectos.
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la autoria incluyendo el nombre del autor y la fecha de publicacion.

f) Los titulares autorizan a la Universidad para incluir la obra en los indices y
buscadores que estimen necesarios para promover su difusion.

g) Los titulares aceptan que la Universidad de Cundinamarca pueda convertir el
documento a cualquier medio o formato para propositos de preservacion digital.

h) Los titulares autorizan que la obra sea puesta a disposicién del publico en los
términos autorizados en los literales anteriores bajo los limites definidos por IJ
universidad en el “Manual del Repositorio Institucional AAAM003”

i} Para el caso de los Recursos Educativos Digitales producidos por la Oficina de
Educacién Virtual, sus contenidos de publicacién se rigen bajo la Licencia Creative
Commons: Atribucién- No comercial- Compartir igual.
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j) Para el caso de los Articulos Cientificos y Revistas, sus contenidos se rigen bajo
la Licencia Creative Commons Atribucién- No comercial- Sin derivar.
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Si el documento se basa en un trabajo que ha sido patrocinado o apoyado por una
entidad, con excepcién de Universidad de Cundinamarca, los autores garantizan
que se ha cumplido con los derechos y obligaciones requeridos por el respectivo
contrato o acuerdo.
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archivo(s).
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RESUMEN

El estrés oxidativo es generado por desequilibrios entre especies reactivas del oxigeno (EROS)y
actividad antioxidante durante la congelacion seminal, afecta estructuralmente membranas
celulares, actividad enzimatica y &cidos nucleicos del espermatozoide interrumpiendo procesos
fisioldgicos como la produccion de energia (ATP), reduciendo la movilidad, viabilidad y
capacidad fertilizante. Este trabajo evalu6 la calidad seminal (pH, duracién de la movilidad,
movilidad, wvolumen), y capacidad antioxidante (CAntiOX) en semen fresco y semen
crioconservado de Piaractus brachypomus. Se utilizaron seis (n=6), machos sexualmente
maduros inducidos con 4 mg.kg?! de extracto hipofisario de carpa (EHC), de los que se colectd
semen 18 horas pos-induccion. Calidad espermatica y CAntiOX del semen fresco se evaluaron
en 4 tiempos diferentes posteriores a la colecta (0, 15, 30 y 60 min.), y en semen crioconservado
(24 horas, 1, 6 y 12 meses) a -196°C en nitrdgeno liquido. La CAntiOX fue cuantificada por
medio del test de Capacidad Antioxidante Total, Sigma-Aldrich®; mediante espectrofotometria
visible (405nm); BioRad Model 680 microplate reader/ California EEUU), en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (U.D.C.A.), Sede Bogota.
Se evidenciaron variaciones significativas en la movilidad esperméatica (p < 0,00567), duracion
de la movilidad (p < 0,037) y pH (p < 0,001) del semen crioconservado, mientras que CANtiOx
no mostrd diferencias significativas (p < 0,690). En el semen fresco la movilidad espermatica

presentd diferencias significativas (p < 0,00228), a los 60 min., respecto a los demas tiempos.

PALABRAS CLAVE: Capacidad antioxidante (CAntiOx), Piaractus brachypomus, semen

crioconservado, calidad espermética, especies reactivas de oxigeno (EROSs)



ABSTRACT

Oxidative stress is generated by imbalances between reactive oxygen species (ERO’s) and
antioxidant activity during seminal freezing, structurally affects cell membranes, enzymatic
activity and nucleic acids of the sperm disrupting physiological processes such as energy
production (ATP), reducing mobility, viability and fertilizing capacity. This work evaluated the
seminal quality (pH, motility duration, motility, volume), and antioxidant capacity (CAntiOX) in
fresh semen and cryopreserved semen of Piaractus brachypomus. Six (n = 6), sexually mature
males induced with 4 mg.kg-1 of pituitary carp extract (EHC) were used, from which semen was
collected 18 hours post-induction. Sperm quality and CAntiOX of fresh semen were evaluated in
4 different times after collection (0, 15, 30 and 60 min.), And in cryopreserved semen (24 hours,
1, 6 and 12 months) at -196 ° C in liquid nitrogen. CAntiOX was quantified by means of the
Total Antioxidant Capacity test, Sigma-Aldrich®; by visible spectrophotometry (405nm);
BioRad Model 680 microplate reader / California USA), at the Microbiology Laboratory of the
University of Applied and Environmental Sciences (U.D.C.A)), Bogotd Headquarters.
Significant variations in sperm mobility (p <0.00567), motility duration (p <0.037) and pH (p
<0.001) of cryopreserved semen were evidenced, while CAnNtiOx showed no significant
differences (p <0.690). In the fresh semen the sperm mobility presented significant differences (p
<0.00228), at 60 min., Compared to the other times.

KEY WORDS: Antioxidant capacity (CAntiOx), Piaractus brachypomus, cryopreserved semen,

sperm quality, reactive oxygen species (EROS)



INTRODUCCION

En Colombia desde hace varios afios se recibe financiacion publica con cerca de 7000 millones
de pesos invertidos, con el fin de diversificar la acuicultura (COLCIENCIAS, 2015), siendo la
cachama blanca (Piaractus brachypomus), tilapia roja y plateada (Oreochromis spp Yy
Oreochromis niloticus), trucha (Oncorhynchus mykiss) y el camardn patiblanco (Penaeus
vannamei), las especies en las que se ha realizado mayor inversion de estos recursos (Melorose,
Perroy, & Careas, 2015; Salazar, 2018).

Las cachamas blanca y negra (Piaractus brachypomus y Colossoma macropomum), son especies
endémicas de las cuencas de la Orinoquia y Amazonia, con las cuales se iniciaron los trabajos de
reproduccion inducida ademas de otras especies nativas, permitiendo repoblamiento en afluentes
de rios como el Magdalena, SinG y Orinoco, fomentando su produccion (Merino & Alonso,
2011; Merino et al, 2013). La cachama blanca es una de las mas comercializadas llegando a
escala industrial, contribuyendo con el 6.8% de la produccion total de la acuicultura, la cual para
el afio 2018 fue de 155.658 millones de toneladas y se estima un incremento para el 2019 de 27,3
millones de toneladas (AUNAP, 2018), ademés estda ocupando el segundo puesto en la
acuicultura continental aportando un 21.4% (Merino et al, 2013; Osorio et al., 2013; Merino,
2018), mientras que la negra estd en programas de fomento para seguridad alimentaria de
pequefios productores (Salazar, 2018).

La importancia de estas especies radica en que son nativas y cultivadas en la gran mayoria del
pais, pues tienen un crecimiento rapido, son omnivoras, se reproducen facilmente en cautiverio y
tienen alta aceptacion en el consumidor (Merino et al., 2013; Salazar, 2018).

Dada la importancia de la cachama blanca, es necesario preservar y aportar al conocimiento
sobre la especie, principalmente en referencia al aspecto reproductivo pues al ser una especie
reofilica y estar en estanques, inhibe su reproduccion, por lo que debe ser inducido
hormonalmente con extracto hipofisario de carpa (EHC); (Merino, 2014). Los protocolos
distinguen hembras de machos, siendo para los Ultimos una dosis Unica de 4 mg.kg?! de peso
vivo, induciendo la espermiacién a las 6 o 7 horas después de la inyeccion (Navarro et al., 2004a;
Cruz et al., 2011).



Se requiere investigacion en el manejo del semen extraido con miras a una posterior fertilizacion
Optima y para logralo es necesario conocer las propiedades del mismo, manejo, tecnologias de
almacenamiento y/o uso. Entre las caracteristicas seminales a analizar que pueden impactar en la
fertilidad se encuentra la capacidad antioxidante, entendiendo que la crioconservacion de las
células reproductivas incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS)
reduciendo la misma por estrés oxidativo estrés oxidativo (Tatone et al., 2010). Las EROs son
responsables de causar dafio a las membranas de los espermatozoides y de la fragmentacion del
ADN afectando la fertilidad (Lanconi etal., 2015).

La capacidad antioxidante ha sido medida en otros teledsteos como la Perca fluviatilis, Salmo
trutta y Oncorhynchus mykiss, a partir de los cuales se sabe que los espermatozoides de las
especies de peces investigadas son sensibles al ataque oxidativo y que el &cido urico es el
principal antioxidante del semen (Ciereszko et al., 1999; Mahfouz et al., 2009; Lahnsteiner et al.,
2011).

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

En la actualidad se desconoce cual es la capacidad antioxidante presente en el semen de la
cachama blanca, asi como cuél puede ser su importancia en la fertilidad, ademés, de si se puede
mejorar, ya sea a partir de una dieta suministrada al animal, o aplicando diluyentes que reduzcan
la produccion de especies reactivas de oxigeno para evitar los dafios producidos a las membranas
del espermatozoide y estructura del ADN. El objetivo de este trabajo es aportar al conocimiento
bésico el efecto de la crioconservacion seminal sobre la calidad espermatica en Cachama Blanca
(Piaractus brachypomus), evaluando pardmetros de calidad seminal en semen fresco y

crioconservado determinando la capacidad antioxidante en esta especie.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A traves de los afios, se ha dado importancia a la evaluacion de parametros de calidad seminal en
semen fresco y crioconservado de la cachama blanca. No obstante, los estudios relacionados con
calidad del semen de teledsteos almacenado in vitro en su mayoria estdn orientados a evaluar
algunas caracteristicas como color, consistencia, densidad esperméatica, movilidad o composicion

del plasma seminal (Berrios, 2010)

Aln no se han realizado trabajos que determinen o que permitan establecer la capacidad
antioxidante del semen fresco y semen crioconservado de cachama blanca, a pesar de que se
conoce, que es un parametro importante en la viabilidad del semen y por tanto, en la fertilidad,
ya que debido a la peroxidacion lipidica, caracteristicas celulares como la permeabilidad y la
fludez de las membranas es alterada, conduciendo al mal funcionamiento de los
espermatozoides, provocando reduccion de la movilidad, de la resistencia al choque osmotico,
del potencial de fertilizacion, asi como de proteinas con actividad enzimatica (Martinez et al.
2012).

Se debe considerar que la caracterizacion de la calidad del esperma en los machos durante la
época reproductiva es fundamental para determinar su posible uso en reproduccion o
crioconservacion (Martinez et al, 2012). Durante la crioconservacion se pueden originar dos
tipos de dafios a la mitocondria que afectarian la movilidad: un dafio directo sobre el ADN o su
membrana, y uno indirecto provocado por la fragmentacion del ADN nuclear, del cual depende
la mitocondria para obtener algunas proteinas que no codifican su genoma (Kurland &
Andersson, 2000). Hasta el momento no se han reportado estudios acerca de la capacidad
antioxidante del semen crioconservado en Piaractus brachypomus, razon que motiva la

realizacion del presente proyecto.



JUSTIFICACION

Teniendo una ubicacion privilegiada, Colombia es un pais que posee gran cantidad de pisos
térmicos y temperaturas tropicas estables, con una gran red fluvial por todo el pais y de acuerdo
con la FAO (Salazar, 2018), tiene una vasta superficie continental (1441748 Km?), con costas en
dos océanos, el Pacifico y el Atlantico (1300 Km y 1600 km respectivamente). Pero lo que la
hace mas preciada, es su hidrografia, que le permite tener una rica diversidad de especies icticas
y de otros seres vivientes con habitats similares, otorgandole una gran oportunidad para el
desarrollo de la acuicultura. Con base en esto, investigar las especies de peces continentales
como la cachama blanca (Piaractus brachypomus), es importante para seguir aportando a la
economia del pais, mejorar las producciones y generar mayor alimento para una sociedad que
crece continuamente, ademas de proteger a la especie, que como consecuencia de las practicas

pesqueras actuales ve reducida su poblacion.

La crioconservacion espermatica, es una de las alternativas que en el momento se evalla como
método para la conservacion de especies icticas, la cual ha sido utilizada con éxito en otros
taxones como los mamiferos. Esta metodologia es susceptible a evaluacion, con fin de
determinar los efectos de la congelacion y el manejo en fresco del semen de cachama blanca en
pardmetros de calidad seminal tales como: pH, porcentaje movilidad, tiempo activacion y la
capacidad antioxidante total (CAntiOX). CAntiOX, es un nuevo aporte para ahondar mas en los
vacios de investigacion en crioconservacion seminal de la cachama blanca, con fin de mejorar el
material genético, pues ayudara a evaluar la eficacia del proceso, con miras a la optimizacion de
esta tecnologia para la produccién y conservacion de germoplasma como desarrollo de
investigacion cientifica.

Conociendo esta caracteristica, se espera inferir en aspectos que relacionan la calidad seminal
con el manejo o con diluyentes que mejoren el semen para la posterior crioconservacion y
fertilizacion. Al aplicar tecnicas de crioconservacion seminal, se contribuye al conocimiento
referente a reproduccion asistida (Ramirez et al., 2011), y produccion continua de cachama
blanca, que como especie reofilica, no se reproduce naturalmente en cautiverio, ademas, se

reproduce en una sola época del afio. La creacidn un banco de esperma crioconservado,



permitiria que durante el afio se puedan inducir a la reproduccién mas hembras (aln en ausencia
de machos) y con el fin de aumentar la produccion mejorando la rentabilidad. Por lo anterior, se
presenta este trabajo en modalidad de Tesis para aspirar al titulo de Zootecnista y Médico
Veterinario Zootecnista respectivamente, el cual pretende aportar al conocimiento basico del
efecto de la crioconservacion seminal sobre la calidad espermatica en Cachama Blanca
(Piaractus brachypomus).



OBJETIVOS

Objetivo General

. Aportar al conocimiento bésico el efecto de la crioconservacién seminal sobre la calidad

espermatica en cachama Blanca (Piaractus brachypomus)

Objetivos Especificos

1. Evaluar parametros de calidad seminal (pH, tiempo de activacién y movilidad), en semen

fresco y crioconservado en cachama blanca (Piaractus brachypomus)

2. Determinar la capacidad antioxidante total en semen fresco conservado a corto termino

(0, 15, 30 y 60 min.) en cachama blanca (Piaractus brachypomus)

3. Medir la capacidad antioxidante en semen crioconservado (24 horas, 1 y 6 meses) en
cachama blanca (Piaractus brachypomus)



MARCO REFERENCIAL
Generalidades de cachama blanca

La cachama blanca (Piaractus brachypomus) es un teledsteo de la familia Characidae, es nativa
de las cuencas de los rios Orinoco, Amazonas y sus afluentes, razon por la cual, es comin
encontrarla en las regiones de influencia de esas dos cuencas compartidas entre los paises de

Venezuela, Brasil, Perlly Colombia (Diaz & Lopez, 1993).

Los ejemplares de cachama viven en aguas con temperaturas entre 23 y 30°C, en ambiente
natural son omnivoras con predileccién a frugivoras — herbivoras y buenas consumidoras de
semillas (Arias & Véasquez, 1988). Tienen un crecimiento rapido, resistencia a parasitos y
enfermedades, de facil adaptacién en aguas de diversas caracteristicas quimicas, resisten altas y
bajas concentraciones de oxigeno disuelto, tienen gran potencial productivo y comercial en

piscicultura extensiva y semi-intensiva (Diaz & Ldpez, 1993).

En el adulto de la cachama blanca se observa una coloracion grisacea con reflejos azulosos en el
dorso y en los costados; su vientre es blanguecino con ligeras manchas anaranjadas. La aleta
adiposa es carnosa, los juveniles suelen tener un color més claro, con matices de rojo intenso en
la parte anterior del abdomen y en las aletas anal y caudal; debido al escaso numero de
branquiespinas (37 en el primer arco branquial), posee una baja capacidad de filtracion (Mufioz
& Caldas, 2004).

Alcanza una longitud de 85 cm con un peso maximo de 20 Kg (Argumedo & Rojas, 2000). La
cachama blanca consigue su madurez sexual al tercer afio de vida, cuando su peso varia entre 2,5
a 3,0 Kg (Mufioz & Caldas, 2004).

En los inicios de la acuicultura para esta especie, la mayoria de los peces, sexualmente maduros,
eran capturados por pescadores directamente del rio Meta (Pineda Santis et al., 2004), siendo
Villavicencio uno de los departamentos con mayor produccion de esta especie (Anzola et al.,
2001); luego de su pesca se llevaban a estaciones piscicolas para iniciar los procesos de desove y
venta de alevinos. Pero debido a varios factores como la sedimentacion, deforestacion,

sobrepesca ademds de la contaminacion de estas fuentes hidricas; se ha visto la reduccion en la



cantidad de individuos en estas fuentes de agua natural (Pineda Santis et al., 2004), por ello, se
opta por tener un grupo de reproductores, surgiendo de esto la necesidad de realizar cruces para

asegurar el producto (Pineda Santis et al., 2004).
Anatomia reproductiva del macho y espermatogénesis

La anatomia del aparato reproductor en los machos de cachama blanca, es la de un pez teledsteo
con fertilizacion externa, posee un testiculo lobular con l6bulos separados por tejido conjuntivo,
rodeados a su vez por una membrana basal continua que divide el testiculo en dos
compartimentos: el interlobular y el intralobular, que se encuentran suspendidos de la cavidad
celomica por el mesorquio, el cual es una continuacion del peritoneo. Estas estructuras se
encuentran rodeadas por una gruesa capa de tejido conectivo (tdnica albuginea), que se extiende
internamente y divide a la estructura en I6bulos; los espermatozoides son conducidos a traves del
conducto deferente o arquinéfrico que se sitla dorsalmente y puede terminar en la vejiga

urinaria, el ducto urinario o al exterior atraves de la papila urogenital (Kobelkowsky A, 2007)

En los peces de la orden Characiforme, los testiculos son 6rganos pares, de forma sacular y color
blanco, se hallan ventralmente a la vejiga hidrostatica, se unen hacia la region caudal, dando
origen a un conducto deferente corto que llega hasta el poro urogenital. Estan unidos entre si por
una lamina de tejido pigmentado que a su vez los adhiere a la vejiga natatoria. A medida que los
machos crecen, los testiculos pasan de ser simétricos, transparentes, delgados y alargados
(inmaduros), a un color cremoso por partes (en desarrollo), por dltimo, de color blanco cremoso,
asimetricos y al presionar en el abdomen se evidencia la salida de la esperma (maduros) (Lopez
Macias et al., 2012).

En el estroma testicular, los conductos seminiferos, situados antes del conducto deferente, estan
formados por tdbulos seminiferos, rodeados por una membrana basal y una capa fina de tejido
conectivo, su epitelio posee dos tipos de células: células de Sertoli con funcién de nutricion y

células de Leydig, con funcion espermatogénica (Bazzoli y Godinho, 1991).

La espermatogénesis se desarrolla intratesticular, para ello existen dos tipos de células de gran
importancia, las células de Leydig, encontradas en la periferia de los tlbulos y las de Sertoli,

situadas dentro de los tubulos seminiferos. Las células de Sertoli actian como soporte de las



células germinales o espermatogonias, la unidad funcional de estas células se conoce como
espermatocisto (Grier & Lo Nostro, 2000; Schulz & Miura, 2002).

La espermatogénesis se puede dividir en 3 fases de crecimiento; la primera es la proliferacion
mitdtica de espermatogonias, en la cual la célula espermatogonial entra en una serie de
divisiones celulares para aumentar su ndmero (Schulz & Miura, 2002). Posteriormente va la
proliferaciébn meidtica de espermatocitos. El proceso de division celular en las espermatogonias
cambia de mitosis a meiosis (Schulz & Miura, 2002); en la meiosis 1 se generan los
espermatocitos. Los espermatocitos entran en meiosis 2 para la generacion de las espermatidas,
en esta fase de desarrollo, los espermatocitos pierden entre el 80-90% de su volumen celular. Se
condensa la cromatina, el nlcleoplasma se incorpora al citoplasma y el material celular es
fagocitado, las mitocondrias se concentran en el cuello del espermatocito y el flagelo crece
(Schulz & Miura, 2002). En los peces teledsteos no hay formacién de acrosoma como se da en
los mamiferos. Esta etapa de desarrollo aln esta regulada principalmente por la FSH, aunque los
niveles de LH se incrementan después de la meiosis 2. La FSH provoca la activacion de las
células de Leydig y de Sertoli hasta ahora inactivas (Schulz & Miura, 2002). La FSH estimula la
sintesis del esteroide 11-cetotesterona (11-KT) en los espermatocistos (Fostier et al, 1983;
Nagahama, 1983). 11-KT activa a las células de Sertoli para producir la activina B que
aparentemente es responsable de la activacion del proceso de cambio en la division de mitosis a
meiosis (Nagahama, 2000). Por dltimo, se da la espermiogénesis, después de completarse las
divisiones celulares, las paredes del espermatocisto se rompen y liberan a los espermatozoides
hacia los conductos eferentes. Este proceso es conocido como espermiacion (Schulz & Miura,
2002). A su paso por los conductos, los espermatozoides pasan por un proceso de maduracion
(adquisicion de la capacidad de movimiento), (Morisawa & Morisawa, 1986) e hidratacion
(produccion de fluido que se mezcla con los espermatozoides para conformar el semen) (Schulz
& Miura, 2002). La espermiogénesis esta regulada en gran medida por la LH. Esta Gltima, LH
provoca un cambio en la ruta metabolica de sintesis esteroidal de 11-KT a la sintesis de 17a-HP
y su posterior conversion a 17a20R-DP (20 [3-S) llevada a cabo en los espermatozoides. La 20 [3-
S se ha relacionado con el proceso de regulacion de espermiogénesis y maduracion, aunque se

desconocen aun sus efectos a nivel celular (Nagahama, 2000; Schulz & Miura, 2002).



Los espermatozoides y composicion del plasma seminal

Los espermatozoides de peces se han clasificado en aquaespermatozoides y en
introespermatozoides, segin su modo de fertilizacion externo o interno. Los Cipriniformes,
Characiformes y Siluriformes tienen el tipo aquaespermatozoides (Quagio-Grassiotto et al.,
2001; Tabares et al., 2005). Por lo cual, la cachama blanca siendo un teledsteo Characiforme ha
de tener una fertilizacién externa, ademas, en los teleGsteos, se pueden observar dos tipos de
espermatogénesis y espermiogenesis que dan como resultado dos tipos de espermatozoides
(Andrade et al., 2001; Tabares et al., 2005). Una se lleva a cabo dentro de los I6bulos siendo la
de tipo cistico y la otra denominada semicistico el desarrollo ocurre parcialmente fuera de los
I6bulos (Andrade et al., 2001). La principal diferencia entre los espermatozoides producidos
segun su tipo, esta relacionada con la posicion del eje flagelar, que puede ser paralela o
perpendicular al nlcleo (Grassiotto et al., 2001). Estas posiciones resultan de la presencia o

ausencia de rotacion nuclear durante la espermiogénesis (Mattei, 1970).

El aquaespermatozoide resultante, no tiene acrosoma, la cabeza puede medir de 3-4 mm y
contiene un nlcleo esférico, una pieza intermedia de dimensiones variables con o sin un canal
citoplasmico y un flagelo largo (Cosson, 2008; Grassiotto et al, 2003), las especies
Characiformes en mayor parte tienen el nicleo esférico, los espermatozoides generalmente
exhiben fibras gruesas de cromatina condensada homogéneamente, hay una fosa nuclear
profunda partes intermedias medianas ubicada en el extremo posterior del nicleo como en la
mayor parte de los teledsteos (Jamieson, 1991; Mattei, 1991; Grassiotto et al., 2003), aunque

estas caracteristicas varian segin las especies.

En el plasma seminal de los peces la presencia de Na* o K* es necesaria para garantizar o
preservar la movilidad espermatica, pero no es esencial en la activacion espermética (Vilchez,
2017). Este fluido multifuncional heterogéneo y complejo rico en proteinas se compone de varios
compuestos, principalmente de minerales (Na*, K*, Mg2* y Ca2*) y se caracteriza por bajas
concentraciones de proteinas y otras sustancias organicas, como hormonas y feromonas,
colesterol, glicerol, vitaminas, aminoécidos libres, azlcares, &cido citrico y lipidos (Linhart et al.,
1991; Ciereszko et al.,, 2000; Cosson et al., 2004, Vilchez, 2017). Ademéas de estos componentes,
se pueden encontrar triglicéridos y glucosa, la cual se puede decir que es distinta segin la



especie, donde la carpa plateada tiene niveles de glucosa bastante bajos y van desde 1.2-1.8
mg/dL, los triglicéridos van de 5-12 mg/dL y la movilidad es de 60-75% (Faramarzi, 2012), en
carpa escamosa la glucosa es de 1.43 mg/dL, los triglicéridos 7.82 mg/dL y la movilidad de
63.18% (Bozkurt et al., 2009).

Método de extraccion de semen

La gran mayoria de los peces en cautiverio presentan algun tipo de disfuncién reproductiva, en el
caso de los machos se disminuye el volumen de la produccion de semen o la calidad espermatica.
Los trastornos reproductivos corresponden a que en cautiverio los peces no experimentan los
cambios ambientales que suceden en el habitat natural y como resultado no existe un estimulo

para que la hipofisis libere la gonadotropina (GtH) maduracional (Zohar & Mylonas, 2001).

En los peces machos se induce la espermiacion mediante la administracion intramuscular de
extracto de hipdfisis de carpa (2.5 mg/kg), el semen se colecta mediante masaje craneo-caudal
del abdomen del pez ocho horas después de administrada la hormona. Se puede usar una jeringa
para que no haya contaminacion por heces (Fresneda et al., 2004), también se puede inducir la
espermiacion usando una dosis de 4 mg.kg?! de peso corporal de extracto de hipdfisis de carpa,
administrada 18 h antes de la extraccion del semen (Cruz, Medina & Santamaria, 2006). Otros
protocolos describen el uso de gonadotropina corionica humana (hCG) dada su larga vida media
en el plasma sanguineo, administrada en una dosis Unica de 100 - 4000 Ul.kg! de peso corporal
(Watanabe et al., 1998).

Calidad seminal y su evaluacion

La calidad de los espermatozoides en peces de cultivo puede verse afectada por diferentes
componentes de la cria de reproductores, durante la recoleccion y el almacenamiento antes de la
fertilizacion o en el procedimiento de fertilizacion (Rurangwa et al., 2004). Las variaciones en la
composicién del plasma seminal pueden afectar el almacenamiento de los espermatozoides y en

consecuencia conducir a una reduccion en la calidad del esperma (Vilchez, 2017).

La evaluacion de la calidad espermatica permite incrementar no solo los indices de supervivencia

larval, sino la aplicacion de técnicas como la fecundacion in vitro, monitoreo de las condiciones



de cultivo y crioconservacion, con el fin de asegurar la reproduccion en cautiverio (Montes,
2012), ademas proporciona informacion necesaria para disefiar protocolos Optimos de manejo y
almacenamiento para los espermatozoides utilizados en la fertilizacion artificial (Bozkurt et al.,
2009). Al realizar la evaluacién seminal, se pueden tener aproximaciones de fertilidad de la
especie, la cual puede variar a causa de la crioconservacion, por lo que debe realizarse antes y
después de congelar el semen, para comparar y observar el efecto en la calidad y en la
fertilizacion, junto con esto se pueden evaluar distintos diluyentes que ayuden a la conservacion
del esperma mejorandolo o manteniendo las propiedades O&ptimas sobre todo en la
crioconservacion donde se puede reducir bastante la calidad por factores como las especies
reactivas al oxigeno, disminucién de antioxidantes, pérdida de nutrientes en el plasma seminal,

presion osmdtica, pH, interaccién de componentes idnicos (Pardo et al., 2015).

Hoy en dia, hay ciertos parametros o marcadores bioldgicos de la calidad del esperma (Montes,
2012), los cuales permiten evaluar o inferir en la calidad seminal: volumen, densidad
espermatica, movilidad, pH, osmolaridad, viabilidad, morfologia, ultraestructura, integridad de la
membrana y contenido energético (Lahnsteiner et al., 1999; Fauvel et al, 2010; Lanes et al,

2010; Montes, 2012) y se espera poder afiadir a estos la capacidad antioxidante total.

La crioconservacion es un método que contribuye a la reproduccidn asistida de varias especies de
animales (Ramirez et al., 2011), y consiste en un proceso de conservacion de células, tejidos y
organismos Vivos a temperaturas bajo cero, llegando a los -196°C gracias al uso del nitrdgeno
liqguido (Tiersch, 2008). Esta biotecnologia reproductiva comprende el congelamiento,
almacenamiento criogénico y descongelamiento de la materia viva (Tiersch & Mazik, 2000;
Ramirez et al., 2010). Un protocolo de crioconservacion tiene como objetivo preservar las
células manteniendo su integridad estructural y funcional similar a los no preservados o en fresco
(Montes, 2012).

El procedimiento de la crioconservacion consiste en transferir exceso de agua del interior de la
célula al exterior, donde puede formar hielo. Para que sea exitoso, debe existir un equilibrio en la
formacion de cristales de hielo dentro de las células, evitando la deshidratacion excesiva que
provoca dafios estructurales, con lo cual se aportaron unos pasos béasicos a tener en cuenta: 1)
recoleccién y dilucion de espermatozoides, 2) almacenamiento refrigerado (no congelado) y



envio de muestras, 3) examen de la calidad de los espermatozoides por microscopio, 4) adicion
de crioprotectores, 5) embalaje de las muestras, 6) congelacion, 7) procedimientos de
almacenamiento congelado, 8) descongelacién, 9) uso para fertilizacién, y 10) produccién de

etapas iniciales de la vida para evaluar el éxito de la crioconservacion (Tiersch, 2008).

La crioconservacion seminal de peces en nitrogeno liquido se ha logrado para muchas especies
de peces (Chen et al., 2004; Lim & Le, 2013), pero el procedimiento varia segin la especie, ya
sea por la composicion del diluyente, la concentracion de crioprotectores (que pueden ser toxicos
en altas concentraciones) y los métodos de congelacién, siendo factores clave para la
crioconservacion exitosa de los espermatozoides (Lim & Le, 2013, Pardo et al, 2015). De
acuerdo con varios reportes (Kutluyer et al., 2014; Lim & Le, 2013), se produce dafio
morfologico en los espermatozoides durante la congelacion-descongelacion (Lahnsteiner et al.,
2000; Chen et al., 2004; Martinez & pardo, 2010; Lim & Le, 2013). Afectando diferentes
estructuras como: la membrana celular, la estructura de las mitocondrias, cromatina y axonema
(Montes, 2012), debido a que se presentan cuatro periodos criticos que Cloud y Patton (2008),
denominaron como: 1) enfriamiento de las células hasta el punto de formacion de hielo, 2) la
formacion de hielo asociado al calor de fusion (hielo exterior), 3) el enfriamiento a través del
periodo critico (-10 a -40 ° C), donde el movimiento del agua fuera de las células causa un
aumento en la concentracion intracelular de sales, y 4) la reduccién de la temperatura del
nitrbgeno liquido (Montes, 2012). Se puede agregar que un quinto paso critico seria la
descongelacion la cual se hace a 37°C que de manera inadecuada puede afectar estructuralmente

las células y disminuyendo la calidad del semen (Fauvel et al., 1998).
Capacidad Antioxidante (CANtiOXx)

Las celulas reproductivas una vez estdn en un ambiente externo se enfrentan a distintos factores
adversos para poder conservarse, uno de estos factores son las especies reactivas de oxigeno
(EROs) vy la reduccion de su capacidad antioxidante (la suma de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos), lo cual origna una condicion denominada “estrés-oxidativo” (Tatone et al, 2010;
Tvrda et al, 2011). Las EROs tienen varios origenes, el principal, debido a la produccion de
energia quimica, es la mitocondria (procesos normales oxidativos del metabolismo) y factores

exogenos (ionizacion, contaminacion, estrés). El superdxido (Oz27), el hidroxilo (OHY) y el



peroxido de hidrégeno (tanto organico como inorganico), asi como los oxiradicales (O2 singular

y doble), son algunos ejemplos de EROs (Macedo Marquez, 2012; Cabrera et al., 2015).

Se ha investigado y se ha llegado a observar, que las especies reactivas del oxigeno y la
disminucion de las defensas antioxidantes, inducen dafios en los &acidos nucleicos, las proteinas y
los lipidos presentes en las membranas de los espermatozoides, ademas de causar disminucion de
la movilidad,de la viabilidad y alteraciones en la pieza intermedia, que finalmente llegan a
producir cambios funcionales en las células espermaticas (Koca et al., 2003; Agarwal A. 2003;
Rodriguez, E., et al., 2011)

La crioconservacion incrementa la condicion de estrés oxidativo celular con consecuencias
nocivas en las membranas de los espermatozoides y fragmentacion del ADN, afectando la
fertiidad (Twrda et al, 2011; Lanconi et al, 2015). Por ello, se ha concluido que el
espermatozoide es sensible al ataque oxidativo, debido a los bajos niveles de protectores
oxidativos (Sikka, 2004); en estudios realizados en teledsteos como la Perca fluviatilis, Salmo
trutta, Oncorhynchus mykiss entre otros, se ha encontrado que el acido Urico es el principal
antioxidante seminal (Ciereszko et al., 1999; Mahfouz et al., 2009; Lahnsteiner et al., 2011;
Slowinska et al, 2013), sin embargo, no es el Unico componente antioxidante, en el plasma
seminal, también se pueden encontrar enzimas y metabolitos tanto del plasma como del
espermatozoide tales como la catalasa, glutation reductasa, metionina sulfoxido reductasa,
peroxidasa y superéxido dismutasa, que cumplen con el papel de antioxidante al igual que el
acido ascorbico, glutation, metionina, tirosina, taurina, alfa-tocoferol carotenoides y acido Urico
(Lahnsteiner et al., 2010; Lahnsteiner et al., 2011; Tvrda et al., 2011; Lahnsteiner et al., 2010;
Stowinska et al., 2013; Patricio et al., 2016).

Fundamento de la Capacidad Antioxidante Total

Este consiste como dice Ansaldo (2001), en que el dafio causado por radicales libres a un tejido,
tanto como la degradacion de moléculas bioldgicas, es proporcional a la concentracion en el
estado estacionario de los radicales libres en el sitio donde se produce el evento. La
concentracion en el estado estacionario de los radicales libres (Ree) esta, generalmente,

determinada por reacciones quimicas o procesos de difusion, de manera tal que:



Ree:Rp/k

donde Rp es la tasa de incorporacion de radicales libres en el volumen considerado (tanto en
procesos quimicos o de difusion) y k es la constante de pseudoprimer orden en todos los
procesos que comprenden la remocion del radical (Ansaldo, 2001). Lo que quiere decir que la
concentracion del reactante en la solucién, no cambia a medida que transcurre la reaccion para
cinéticas de primer orden (Moreno Carcamo, 2017), explicandolo mejor, si en una reaccion hay
exceso de uno de los reactantes, de forma tal que su concentracion no cambia apreciablemente a
medida que transcurre el tiempo, la investigacion cinética no revelard dependencia alguna de

rapidez respecto a la concentracion de esa sustancia (Moreno Carcamo, 2017).

Los organismos aerobios han desarrollado una serie de estrategias para lograr disminuir Rp
mediante antioxidantes preventivos; o para aumentar k por medio de atrapadores de radicales

libres y asi controlar el dafio asociado a estos ERO’s (Ansaldo, 2001).

Los radicales libres cuando estan en presencia de un antioxidante, dejan de actuar hasta que este
es consumido totalmente, lo que implica que el valor de k en presencia del atrapador es tan alto
que la concentracion en el estado estacionario de los radicales libres resulta muy baja y la tasa de
desarrollo de los procesos observados, mediados por estas especies, serd despreciable. En
presencia del atrapador, el proceso presenta un tiempo de induccion. El tiempo de induccion (t),
es el tiempo requerido para consumir todos los antioxidantes. Si se asume que todos los radicales
son atrapados y que un antioxidante dado (XH)i es capaz de atrapar n; radicales (Ansaldo, 2001),

entonces:
=3 (XH)i /Ry

La capacidad antioxidante total de la muestra (TRAP) es la concentracion de radicales libres que

pueden ser atrapados en la muestra. La relacién expresada en la ecuacion anterior implica:
TRAP:ZI]J' (XH)| “tmuestra Rp

y que su valor puede ser calculado a partir de la medicion del tiempo de induccion si se conoce la
tasa de produccion del radical. Un procedimiento alternativo involucra el uso de un inhibidor de

referencia cuyo comportamiento es conocido. Generalmente se utiliza como inhibidor de



referencia un compuesto hidrosoluble denominado Trolox, de caracteristicas estructurales
similares a las de la vitamina E (Ansaldo, 2001; Londofio, 2012). El tiempo de induccién
producido por la adicion de Trolox esta dado por:

tTrolox= NTrolox (Trolox)/Rp
donde nrrolox €S el nimero de radicales libres atrapados por cada molécula de Trolox consumida.
Si (t’) es el tiempo de induccion producto de una concentracién de Trolox 1 mM, el TRAP de la
muestra puede ser determinado por la medida del tiempo de induccion (t) producto de una
alicuota (unos pocos microlitros) del fluido y aquel (t) obtenido empleando concentraciones
conocidas del inhibidor de referencia (Ansaldo, 2001; Londofio, 2012)

TRAP (MM)= f NTrolox t/t
donde (f) es el factor de dilucion, que es igual a la razén entre el volumen de la muestra y el

volumen de la alicuota del fluido empleado para la evaluacion de t.

El TRAP, asi obtenido, es la medida del contenido total de antioxidantes presente en el fluido.
En fluidos complejos es casi imposible medir con certeza si los resultados comprenden a todos

los antioxidantes relevantes presentes (Ansaldo, 2001; Londofio, 2012).
Método ABTS para la medicion de Capacidad Antioxidante Total

El Método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), fue reportado inicialmente
por Miller y colaboradores (1993), y es fundamentado en la capacidad de un antioxidante para
estabilizar el radical cation crombgeno ABTS', el cual es formado previamente por la oxidacion
del ABTS (2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfonico)) por metamioglobina vy
peroxido de hidrogeno. Los resultados son expresados como equivalentes de Trolox o TEAC
(por su nombre en inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) (Tvrda et al., 2011; Londofio,
2012).

Entre las ventajas de este método esta que los valores de TEAC es que puede ser usado en un
amplio rango de pH y fuerza idnica, ademas de que el ABTS"* es soluble tanto en medio acuoso
como organico y permite la evaluacion de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Entre las
desventajas estan que el ABTS** debe ser generado previamente, que no es un radical fisiologico
y que la cinética de reaccion con algunos antioxidantes suele ser bastante lenta y, por lo tanto, el

punto final de medicion debe fijarse de manera arbitraria  (Londofio, 2012).



MATERIALES Y METODOS
Ubicacion y Caracteristicas agroclimatoldgicas.

El experimento se llevdo a cabo en el Departamento del Meta, en la ciudad de Villavicencio
ubicada en el piedemonte de la Cordillera Oriental, al Noroccidente del Departamento, en la
margen izquierda del Rio Guatiquia, especificamente en la Universidad de los Llanos que se
encuentra en la Vereda Barcelona, en las instalaciones del Laboratorio de Reproduccion de Peces
del Instituto de Acuicultura de los Llanos (IALL). La altura promedio de esta ciudad es de
467msnm, y su temperatura varia de los 28 a los 30°C en donde tienen los machos reproductores
en estanques con condiciones de temperatura promedio de 28°C, con una humedad relativa que
va desde los 62 a 72%.

Animales e instalaciones.

La poblacién evaluada en este estudio estaba conformada por 6 machos reproductores de
cachama blanca (Piaractus brachypomus), los cuales son provenientes del plantel de
reproductores de la estacion piscicola de la universidad de los llanos, donde se capturaron
empleando una malla de arrastre, para asi poder sacarlos y aislarlos en dos tanques de cemento
de 2.5 m de didmetro, encontrados en las instalaciones del IALL en la Universidad de los Llanos
(Figura 1), estos animales fueron escogidos al azar, siendo adultos maduros con un peso
promedio de 4.08kg, luego se marcaron con chaquiras de colores en la aleta dorsal y asi se
pudieron identificar. El manejo que se le dio al semen recolectado y evaluado fue en el
Laboratorio de Reproduccién y Crioconservacion de Peces del IALL, donde se les realizd un
analisis de calidad seminal. La evaluacidn de la capacidad antioxidante se realizd en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA),

sede Bogotd (Unidad Académica El Remanso).



Figura 1. Seleccion de animales y aislamiento. A. Estanques donde se encuentran los
ejemplares. B. Tanques de cemento para aislar los machos experimentales. C. primer grupo de
machos aislados. D. Segundo grupo de machos aislados. E. Instalaciones del IALL

Tratamientos y disefio experimental.

Se evaluaron siete tiempos posteriores a la obtencién del semen (cuatro en semen fresco y tres en
semen crioconservado), proveniente de seis individuos (n=6), evaludndose 4 variables (pH,
movilidad, tiempo de activacion y capacidad antioxidante). Los tiempos en que se evaluaron
fueron: 0, 15, 30, 60 minutos en semen fresco y 24 horas, un (1) mes y seis (6) meses en
crioconservado (7 momentos en total). En donde para el proceso de crioconservacion se utilizo
un diluyente (Figura 2) con DMSO (10%), yema de huevo (12%) y glucosa (5.5%), manteniendo
una relacion de 1:4 (semendiluyente), segun protocolo de Ramirez et al.(2011).



Figura 2. Preparacion para la crioconservacion del semen. A. Extraccion de yema de huevo. B.
vertiendo semen en diluyente. C. Tomando muestra para pajilla. D. agregando dilucion en pajilla
correspondiente. E. congelacion de pajillas (-197°C)

Manejo de los animales

La induccion hormonal se realizd con extracto de pituitaria de carpa (EPC), a una dosis de 4
mg.kg?! de peso vivo, la cual se suministrd a través de inyeccion intramuscular caudal de la
primera aleta dorsal (Figura 3). La colecta seminal se realizd a las 18 horas pos-induccién, para
lo cual, los animales se sedaron con 2-fenoxietanol a una concentracion de 300 ppm, cada animal
se llevd a una mesa de trabajo donde se limpid y secO la papila genital. Para provocar la
eyaculacion se realizd un masaje craneo-caudal de la pared de la cavidad celémica, el semen
obtenido se recolectd en tubos aforados previamente esterilizados (Figura 4), llevando la muestra
inmediatamente para su analisis en el laboratorio.



Figura 3. Induccion hormonal. A. Preparacion de la Hormona EPC. B. Alistando hormona
correspondiente a cada macho. C. Captura de los ejemplares aislados. D. Aplicacion de la
hormona intramuscular.




Figura 4. Espermiacion de los machos seleccionados. A. Captura de animales aislados. B.
Animal sedado con fenoxietanol (300ppm). C. masaje craneo-caudal para extraccion seminal. D.
Obtencién y recoleccion del semen. E. Semen en tubo aforado para posterior analisis.

Parametros de evaluacion.

En el laboratorio, el pH se determiné por medio de tiras indicadoras de pH universal

(MColorpHastTM /Merck/Germany), con rango de medida entre 0 y 14 unidades, las cuales eran

Figura 5. Muestreo y evaluacion de calidad seminal. A. Toma de muestra seminal para su
evaluacién. B. Activando esperma para evaluar su calidad. C. Analisis de pH de muestra
seminal. D. Preparacion de muestra para centrifuga refrigerada. E. Muestra centrifugada. F.
Extraccion de plasma de muestra centrifugada. G. Plasma seminal para su posterior congelacion
y analisis de CAntiOx.

sumergidas en la muestra del semen fresco durante 5 segundos y leidas inmediatamente (Figura
5). Esta medida se tomd durante 4 tiempos (tiempo 0, 15, 30 y 60 min.) en semen fresco y 24
horas, un (1) mes y seis (6) meses en crioconservado. La movilidad masal, definida como el
porcentaje de espermatozoides mdviles en la muestra y el tiempo de activacién (TA), definido
como el tiempo en segundos (s), transcurrido entre la adicion de la solucién activadora hasta que
aproximadamente el 90% de los espermatozoides deja de moverse; fueron determinados a través

de la valoracion de una muestra de 20uL de semen fresco de cada animal, el cual fue activado



con 180pL agua destilada (1:10) sobre una lamina excavada (1,0-1,2 mm de profundidad, Micro-
Slides Premiere, China) y observada mediante un microscopio Optico (Carl Zeiss, Alemania)
(Figura 5). Con respecto a esto se consideraron Optimas para el procedimiento de
crioconservacion aquellas muestras que presentaron una movilidad masal mayor al 80%.

Figura 6. Evaluacion de calidad seminal en semen crioconservado. A. Seleccion de pajilla a
descongelar. B. Descongelamiento de pajilla. C. Corte de pajilla y vertida sobre tubo aforado. D.
Evaluacion seminal del esperma de la pajilla. E. Extraccion de plasma de muestra centrifugada.
F. Congelacion de muestras para analisis de CANtiOx.

También en tiempo cero, se empled una micropipeta (Fisherbrand Finnpipette 1l - Finlandia) para
tomar 250 pL de semen y depositarlo en tubos de reaccion (Ependorff®), para cada uno de los
cuatro tiempos (0, 15, 30, 60 min.), sumando asi 1 ml de muestra por cada animal, luego de tener
la muestra en el tubo de reaccion, se llevd a la centrifuga refrigerada (HERMLE Z326K /
Alemania) a 4°C por 5 minutos a 14000 g. Finalizado este tiempo, se extrajo el plasma seminal
con la micropipeta poniéndolo en otro tubo de reaccion, el cual se llevd a congelacion (-20°C)

hasta el analisis de capacidad antioxidante (Figura 5).



En el semen crioconservado se realizd la evaluacion a partir de las 24 horas posteriores a
crioconservacion en cada animal, descongelando una pajilla por individuo para cada tiempo
(n=6) a 36°C por 60 segundos en bafio de agua (Figura 6). Se evalu6 de igual modo el pH,
tiempo de activacion, movilidad y se llevd una muestra de 250uL a centrifuga refrigerada (4°C)
a 18000 gravedades por 5 minutos para separar el sobrenadante, el cual se extrajo con una
micropipeta y se llevd a congelacion en otro tubo de reacciéon (Figura 6). De igual manera, se
evaluo la capacidad antioxidante de estas muestras. Este procedimiento se realizd de igual modo

al mes y a los seis meses de la crioconservacion de las pajillas en cada macho.

Las muestras de plasma seminal obtenidas por centrifugacion del semen fresco y crioconservado
en cada tiempo de evaluacion, se les realizd el analisis de CAntiOx en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA), sede Bogota
(Unidad Académica El Remanso). Empleando el equipo para pruebas ELISA (BioRad Model
680 microplate reader / California EEUU) y utilizando el kit para ensayo de capacidad
antioxidante (Total Antioxidant Capacity Assay Kit, Sigma-Aldrich®, Catalog Number:
MAK187) siguiendo el protocolo del catalogo (Figura 7).

Pruebas de

) Antioxidant Assay Kit P ‘ Preparar ensayos en placa
.Capamdad Sigma-Aldrich ® Estandarizacion Trolox de 96 pozos
Antioxidante Total
Pa— " 1501 sin. Trabajo de 10pl Trolox y 20ul sin.
Incubar 5 min. T* ambiente sust. ABTS /cada pozo Trabajo mioglobina

Agregar 10041 de sin. Leer absorbancia del

Ston homoaénea punto final a 405nm. Realizar curva estandar
p homog lector de placas
Volver a estandarizar < Cumple_con_lg P
NO —__estandarizacién __—
Sl Semen

Semen fresco )
crioconservado

Realizar mismo procedimiento
reemplazando el Torlox por la
muestra

Leer absorbancia del punto final a

Calcular resultados 405nm. lector de placas

Y(A408) — intercepto

XmM) = i, curva estan.

+ factor de dilucién.

Figura 7. Flujograma del procedimiento para hallar la capacidad antioxidante total, segin el
protocolo de Sigma-Aldrich



El kit de CAntiOx Sigma® estaba compuesto por: Tampdn de ensayo, solucion stop o de parada
(SIn. S3446), mioglobina del corazén de caballo, () -6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
Acido 2-carboxilico (Trolox), 2,2 ¢ -azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS),
Tampon de fosfato y citrato, (pH 5), peroxido de hidrogeno (3%). La preparacion del kit

consistidé en diluir el tampén de ensayo 1 en 10; la solucion madre de mioglobina de corazén de

Figura 8. Lectura de las muestras de plasma seminal. A. Separacién de muestras para realizar
lectura. B. Reconstitucion de quimicos y estandarizacién del equipo. C. Ajustando pardmetros de
lectura de punto final (Abs; 405nm). D. Preparacion de primera placa para realizar lectura. E.
placa puesta en maquina de lectura e impresion de resultados obtenidos en absorbancia. (Fotos

propias)

caballo se reconstituyé 2,85 pl en 1 mg o lo equivalente a un vial, y posteriormente se agito

manualmente, para después hacer la solucién de trabajo de mioglobina, la cual se hizo diluyendo
1 pl de la solucion madre de mioglobina en 99 I de tampon de ensayo; el Trolox se reconstituyd
en 2,67 |l de tampdn de ensayo preparado anteriormente y se agitd hasta diluir, esto en el vial (1

mg); la solucion sustrato de trabajo ABTS se prepard agregando una tableta de tampon fosfato-



citrato en 100 ml, se agitd hasta disolverse, luego se extrajo 10 ml de la mezcla para cada 25 i
de peréxido de hidrogeno 3%, después de agregar el perdxido se debe usar dentro de los
siguientes 20-30 minutos, por lo cual se agregd poco antes de hacer la mezcla en los pozos de la
placa; todas las disoluciones y reconstituciones no especificadas se realizaron con agua milliQ en

reemplazo del agua ultrapura que se especifica en el kit.

Para la evaluacion en la maquina de ELISA por medio de espectrofotometria (405nm), se uso
una placa de 96 pozos, en las cuales se realizd primero la estandarizacion siguiendo el protocolo
(Figura 7), de la prueba para verificar que si estuviese bien preparado el kit y poder comparar
con las muestras de semen de los especimenes; la preparacion de las muestras en los pozos
consisti6 en agregar 10 Wl de la muestra, 20 W de solucién de trabajo de mioglobina, 150 pl de
solucion sustrato de trabajo ABTS, inmediatamente se incubé por 5 minutos y  final se
adicionaron 100 W de solucion stop para tener una alicuota final de 280 pl por pozo, esa misma
cantidad se agregd en los pozos ‘‘blanco’ pero de agua milliQ, para posteriormente hacer su
lectura a 405nm y asi poder realizar los calculos de la CAntiOx en unidades Trolox (mM). Este
procedimiento se realizd dos veces considerando que una placa tiene 96 pozos y que en cada
placa se ubicaron las muestras de hasta tres animales por duplicado y separados por pozos

blancos para evitar que la luz refractada afecte la lectura de las otras muestras (Figura 8).

Analisis Estadistico.

Los datos son descritos como media = desviacion estandar de la media. Posteriormente, para
analizar los efectos de los tratamientos sobre las variables pH, % movilidad, tiempo de
activacion y capacidad antioxidante, se realizd un analisis de varianza (ANOVA), de una via
verificando previamente los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilks) y homogeneidad de
varianzas (Fligner-Killeen). Se utilizo la prueba de Tukey para comparar las medias entre los
diferentes tratamientos, como prueba a posteriori de los datos que resultaron con significancia.
Para los datos que no cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad se realizo
una prueba no paramétrica andloga al ANOVA (Kruskal Wallis), para todos los analisis, se
asumieron niveles de significancia del 95% (p < 0,05). Los andlisis estadisticos fueron realizados
con el programa de RStudio usando los paquetes R (ver. 3.6.1). Las graficas fueron realizadas
usando el programa GraphPad Prism 8 (ver. 8.3.0)



RESULTADOS

El disefio experimental se puede ver en la Tabla 1, junto con el resumen de los datos obtenidos
en laboratorio. Los resultados generales sobre los peces evaluados se pueden ver en la Tabla 2,
donde se anotd, su peso (kg), el volumen obtenido (ml), el color del semen, movilidad (%) y

tiempo de activacion (s); el peso del animal se tomo con el fin de inducir hormonalmente a los
peces con la dosis exacta para cada animal.

Tabla 1. Disefio experimental mono factorial, completamente al azar con medidas en el tiempo

DISENO EXPERIMENTAL
SEMEN FRESCO

TIEM MOMENT REPLICAS
PO oS VARIABLE BLANC VERD |\ ,cAmJA  NEGRO  AZUL AMARILL
S o) E o)
T.
Activacion 57 49 51 57 48 a3
©)
MO(V(',/';‘;ad 95 95 95 95 95 95
Min 0 M1
pH 9 9 8 8 9 8
CANtiOx
(MM de 02399  0,2239 0,3050 0,5574 0,6264 0,3825
Trolox)
T.
Activacion 60 52 44 60 48 43
)
Moulidad 95 95 95 95 95 95
i (%)
Min 15 M2
pH 9 9 8 8 9 8
CANtiOx
(MM de 03786  0,1904 0,2395 055738 0,5652 0,3837
Trolox)
T.
Activacion 53 45 43 56 41 41
)
Movilidad
%) 95 95 95 90 90 90
Mi M
in 30 8 oH 9 9 8 8 9 8
CANtiOx
(MM de 02356  0,2017 0,4008 05718 0,5169 0,2719

Trolox)




T.
Activacion 43 42

40 52 35 42
)
Mozf,/';‘;ad 95 90 90 80 90 80
Min 60 M4 oH o 9 8 8 9 8
CAnNtiOx
(MM de 03058  0,2621 0,2707 0,6022 0,5239 0,4861
Trolox)
SEMEN CRIOCONSERVADO
VOMENT REPLICAS
TIEMPO os VARIABL BLAN VERD NARANJ NEGR AZU AMARIL
ES CO E A 0 L LO
T.
Activacion 76 83 61 53 66 61
)
) MO(‘Q/'O';’ad 60 70 50 50 60 70
1 DIA M5
pH 7 7 7 7 7 7
CAntiOx 2201
(MM de 08163 11311 00160 21736 g 0,6651
Trolox)
T.
Activacion 48 63 49 31 36 49
(S)
MO(‘(’)'/'O';jad 50 60 60 0 40 60
30 DIAS M6
pH 7 7 7 7 7 7
CAnNtiOx 2014
(MM de 05280 10485 05404 23107 g 1,4412
Trolox)
T.
Activacion 69 55 63 40 47 57
(S)
Movilidad
’ %) 50 60 60 35 40 60
183 DIAS M7
pH 7 7 7 7 7 7
CANtiOx

(mM de 0,7602  0,7586 0,4204 2,3326 1’235 1,4521
Trolox)




Tabla 2. Datos generales de los animales y muestras seminales

ID del Pes_o del Volumen Movilidad Tiempo de
animal a?i'(rg;‘l Plasma (ml) Color (%) activacion (s)
Blanco 4 10 Blanco lechoso 95 57
Verde 43 11 Blanco lechoso 95 49
Naranja 4 10 Blanco lechoso 95 51
Negro 4,2 6,5 Blanco lechoso 95 57
Azul 41 138 Blanco lechoso 95 48
Amarillo 43 84 Blanco lechoso 95 43
Promedio 4,09 9,81 95 52,4

Tabla 3. Calidad seminal y capacidad antioxidante (CAntiOX) en semen fresco vy
crioconservado de P. brachypomus (medias méas desviacion estandar).

Semen Fresco

Variable
min 0 min 15 min 30 min 60

Movilidad (%) 950 +0,0° 950 +0,0° 9333 +258° 8750 +6,12°

Tiempo de Activacion (S) 50,83 £ 546° 51,17 +755 4650 +644* 42,33 + 554
pH 8,50 + 0,55 8,50 + 0,55 8,50 + 0,55 8,50 + 0,55

CANtOx. (mM de Trolox) 0,3892 + 0,17 0,3885+ 0,16* 0,3815+ 0,14* 0,4085+ 0,15

Semen Crioconservado

Variable
Control 24 horas 1 mes 6 meses

Movilidad (%) 95,0 £ 0,0° 60,00 +8,94* 5167 +983* 50,83 +11,14*

Tiempo de Activacion (S) 50,83 + 546 66,67 +11,0° 46,00 + 11,28 5517 + 10,52

pH 8,50 + 0,55 7,00 £0,0° 7,00 £0,0° 7,00 £ 0,0°

CANtOx. (mM de Trolox) 03892 + 0,17 13178 +0,69* 13139 +0,75* 1,2765 + 0,75

Letras diferentes por variable indican diferencia significativa (p< 0.05).

A estos datos antes de realizar un analisis estadistico de las varianzas, se obtuvieron las medias

estadisticas, que se aprecian en la Tabla 3, junto con la desviacion estandar de las cuatro



variables evaluadas, por la clasificacion de tiempo, en donde se puede decir, que el mayor
porcentaje de movilidad lo tiene la categoria de semen fresco en los tiempos del minuto O y a los
15 minutos (95 + 0,0%); en contra parte, se observa que el porcentaje de movilidad a los 6 meses
de crioconservado es el mas bajo (50,83 + 11,14%). Para la variable de tiempo de activacion en
esta clasificacion por tiempo, la media estadistica méas alta se dio en el semen crioconservado a
24 horas (66,67 + 11,0 S) y el menor tiempo de activacion ocurren en el minuto 60 en semen
fresco (42,33 + 554 S). Continuando con la variable de pH, se pude ver que los rangos de este
fueron estables para semen fresco en sus cuatro tiempos (pH= 8,5 £ 0,55), y en el semen
crioconservado se observa lo mismo, pero en este se registra los niveles de pH mas bajos (pH= 7
+ 0,0). En la capacidad antioxidante se puede apreciar que en el semen fresco la menor CAnNtiOx
se aprecia en el minuto 30 (0,3815 + 0,14 mM de Trolox) aunque no hubo diferencias estadisticas
con los otros datos en fresco, en el semen crioconservado tampoco hay diferencias estadisticas,
pero a las 24 horas de crioconservado se observa la mayor CAntiOx (1,3178 + 0,69 mM de

Trolox).

Tabla 4. Resultado de normalidad por Shapiro-Wilks

Semen fresco

Variable — -

W p-Valor Significancia
Movilidad (%) 057276 311E-07 **
Tiempo de activacion (S) 0,94023 0,165 NS
pH 0,63954 1,76E-06 **
CAntiOx (mM de Trolox) 0,89739 0,01895 **
Semen Crioconservado

w p-Valor Significancia
Movilidad (%) 0,88505 0,02632 *
Tiempo de activacion (S) 098724 0,9934 NS
0,24394 5,28E-09 *x

pH

0,88279 0,02402 *

CAnNtiOx (mM de Trolox)

NS. Significa que los datos no son significativos o son Normales.

* los datos son medianamente significativos o no son Normales.

** los datos son significativos o no son Normales.

A estos resultados se les realizd una prueba de normalidad por Shapiro-Wilks siendo esté método
mas sensible cuando se tratan de procesar datos menores a 50; esta prueba de normalidad

informa que se acepta la hipotesis nula de que los datos son normales, para el caso de los



resultados de tiempo de activacion en semen fresco (p= 0,165) y crioconservado (p= 0,9934),
mientras que para las otras tres variables en semen fresco y en crioconservado: CAntiOx (p=
0,0189; p= 0,02402, Resp.), movilidad (p= 0,00000031; p= 0,02632, Resp.) Yy pH (p=
0,0000018; p= 0,00000000528, Resp.), se rechaza la hipotesis nula, por lo cual se debe de

aceptar la hipotesis alternativa de que los datos no son normales (Tabla 4).

Tabla 5. Resumen de homogeneidad de varianzas por Fligner-Killeen.

Semen fresco

Variable —— -

X?  p-Valor Significancia
Movilidad (%) 7,0481 0,07038 NS
Tiempo de activacion (S) 2,1148  0,5489 NS
pH Inf. <0,001 wx
CAntiOx (mM de Trolox) 0,22144 0,9741 NS

Semen Crioconservado

X2  p-Valor Significancia
Movilidad (%) 20269 0,5668 NS
Tiempo de activacion (S) 2,0703 05579 NS
pH Inf. <0,001 *x
CAntiOx (mM de Trolox) 2,134  0,5451 NS

NS. Significa que los datos no son significativos 0 son homogéneos.
** |os datos son significativos o no son homogéneos

Debido a lo anterior, se realizd un andlisis de homocedasticidad de las varianzas de estos datos
para confirmar si se puede realizar el analisis de varianza, empleando el método de Fligner-
Killeen (Tabla 5), tanto en los datos de semen fresco como en los de crioconservado; y segun la
Tabla 5 se observa que se acepta la hipotesis nula de que los datos si son homogéneos o las
varianzas son iguales y se puede proceder a realizar un ANOVA de una via, pues ademés los
datos son independientes. Para la variable de pH no se le debe de realizar una prueba paramétrica
pues no cumple con los supuestos, y se debe de proceder a realizar una prueba no paramétrica, en

este caso una prueba de Kruskal Wallis siendo analoga al ANOVA de una via.



Tabla 6. Resultados del ANOVA y Kruskal Wallis

Semen Fresco

Variable GL CM P-Valor  Significancia
Movilidad (%) 3 76,04 0,00228 **
Tiempo de activacion (S)? 3 104,15 0,0789 NS
pH? 3 -- >0,999 NS
CAnNtiOx (mM de Trolox)? 3 0,000805 0,991 NS
Semen Crioconservado
Variable GL CM P-Valor  Significancia
Movilidad (%)? 3 629,3 0,00567 **
Tiempo de activacion (S)? 3 4372 0,0370 *
pH? 3 - <0,0001 Fx
CAnNtiOx (mM de Trolox)? 3 0,266 0,6903 NS
* Hay diferencia significativa 1 Datos evaluados con Kruskal Wallis
** Hay diferencias medianamente significativas 2 Datos evaluados con ANOVA

*** Hay diferencias altamente significativas
NS No hay diferencias significativas

Para los datos de tiempo de activacion, los de capacidad antioxidante y porcentaje de Movilidad,
se les realizd un analisis paramétrico, en este caso, un analisis de varianza (ANOVA) de una sola
via (Tabla 6), con el fin de determinar, si existe efecto del tiempo sobre estas variables, en cada
una de las condiciones evaluadas. En primer lugar, se realiz6 un ANOVA para los datos en el
semen fresco, y otro para los datos de semen crioconservado con respecto al control. En los datos
de semen fresco la movilidad presentd diferencias estadisticas (p= 0,00228), se puede observar
al comparar con una prueba Tukey, que el tiempo a los 60 minutos tiene alta diferencia
estadistica con el minuto 0 y el minuto 15, y una diferencia estadistica media con el minuto 30
(Figura 9); para el tiempo de activacion no hay diferencias estadisticas (p= 0,0789), (Figura 10),
y para la CAntiOx, tampoco se encontraron diferencias significativas (p= 0,991) en las muestras
(Figura 12). En el semen crioconservado la movilidad presenta diferencias medianamente
significativas (p=0,00567), y significativas para el tiempo de activacion (p= 0,0370), la CAntiOXx
no presenta diferencias significativas (p= 0,6903). Al realizar una prueba no paramétrica

(Kruskal Wallis), para pH, se encontrd que se tiene que rechazar la hipdtesis nula de que las



muestras son iguales y aceptar que en las muestras al menos hay dos diferentes (<0,001) y en
este caso se presenta diferencia del control con respecto a los datos del semen crioconservado

(Figura 11), en el caso del pH en el semen fresco se acepta la hipétesis de que los datos son
iguales y no hay diferencias significativas (> 0,999).
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Figura 9. Comparacion de las medias de Movilidad (%) en semen fresco (A) y semen
crioconservado de cachama blanca (Piaractus brachypomus) (B). En la figura B el tiempo cero
corresponde a semen fresco (control). Valores expresados como media + SD. n=6
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Figura 10. Comparacion de las medias de Tiempo de activacion (S) en semen fresco (A) y semen
crioconservado de cachama blanca (Piaractus brachypomus) (B). En la figura B el tiempo cero
corresponde a semen fresco (control). Valores expresados como media = SD. n=6
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Figura 11. Comparacion de las medias de pH en semen fresco (A) y semen crioconservado de

cachama blanca (Piaractus brachypomus) (B). En la figura B el tiempo cero corresponde a
semen fresco (control). Valores expresados como media + SD. n=6
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Figura 12. Comparacion de las medias de capacidad antioxidante (mM de Trolox) en semen fresco
(A) y semen crioconservado de cachama blanca (Piaractus brachypomus) (B). En la figura B el
tiempo cero corresponde a semen fresco (control). Valores expresados como media £ SD. n=6



DISCUSION

Conforme a los resultados, se puede observar un mayor volumen seminal en reproductores
inducidos con respecto a los no inducidos hormonalmente, aunque este no afecta la calidad
seminal (Fresneda et al., 2004; Nascimento et al, 2010). Los valores de pH hallados en semen
fresco, en este experimento son alcalinos y son muy similares a los obtenidos por Fresneda y
colaboradores (2004), reportando valores de pH de 883 y 8.6 (animales inducidos
hormonalmente y no inducidos, respectivamente) en cachama blanca, igualmente Suarez vy
colaboradores (2019), reportan valores de pH de 8.0 y 8.1 en dos colectas seminales en

ejemplares de cachama blanca.

Fresneda y otros (2004), reportaron un tiempo de activacion mas alto que el obtenido en el
presente estudio tanto en semen fresco (100.6 y 72.64s) como en crioconservado (153.2 y 158.3s
con DMSO), pero esté no es un parametro predictor de la efectividad de la fertilizacion, pues hay
que tener en cuenta el factor de las hembras, ya que estas tienen una gran influencia en la
fertilizacién; ademds, no especifican el punto final de evaluacion de esta caracteristica, lo cual
también puede influir en el resultado. También se encontré que Suarez y colaboradores (2019)
reportaron una fluctuacion del tiempo de activacion entre 44 y 77s en dos colectas para la
cachama blanca teniendo promedios de esta variable mas altos (59.1 y 60.7s). Ahora bien, segun
Melo y Godinho, (2006), el tiempo de activacion tiene una menor duracion cuando se emplea
DMSO al 5y 10% (41 y 48s.) que al emplearlo al 15%, claro esta que es reportado en Brycon

orthotaenia perteneciente a la misma familia (Characidae) que la cachama blanca.

El porcentaje de movilidad del semen crioconservado es considerado un criterio de calidad
espermatica, que permite medir el éxito o fracaso del proceso de crioconservacion (Atencio et
al, 2017). Los datos promedio obtenidos en semen fresco en el presente estudio, resultan ser
mas altos que los reportados por Suérez y colaboradores (2019) en dos colectas seminales (88.6 y
87.4%), igualmente que los datos en fresco reportados por Fresneda y colaboradores (2004) de
animales inducidos hormonalmente y no inducidos (91.2 y 92.5% respectivamente), ademés,
reportaron datos de movilidad esperméatica en semen crioconservado (80.0 y 80.3%) mas altos

que los encontrados en el presente estudio, empleando DMSO con glucosa, NaCl y yema de



huevo. Aunque estd claro que este resultado puede variar entre investigaciones, al hacerlo bajo
microscopio Optico de manera subjetiva, en donde Nascimento y colaboradores (2010) presentan
resultados medidos subjetivamente en semen crioconservado con DMSO vy glucosa o DMSO y
BTS, un poco mas bajos, al obtenido en el presente estudio (49% y 47% respectivamente) y muy
similares (52 y 51% respectivamente) utilizando un analizador de esperma asistido por
computadora (CASA siglas en ingles); con respecto a otras especies Characiformes la movilidad
pos-descongelacion del semen, ronda el 40 al 50% empleando glucosa con DMSO (Orféo et al.,

2011), rango en el cual los resultados del presente estudio han de encontrarse.

Las variables de movilidad y tiempo de activacion pueden presentar cambios, entendiendo que
los espermatozoides en los peces adquieren progresivamente el potencial de movilidad por el
conducto espermatico (Morisawa y Morisawa, 1986; Tabares et al, 2005; Valdebenito et al.,
2015), permaneciendo inmdviles en un principio, pues esta actividad flagelar solo se iniciara
cuando los espermatozoides entren en contacto con un medio acuoso donde ocurrira la
fertilizacién (Tabares et al., 2005; Valdebenito et al, 2015). Ademas, el tiempo de actividad
flagelar es breve en la mayoria de las especies y los factores que activan este proceso son
diferentes para cada especie. Sin embargo, en casi todas, factores como la osmolaridad,
temperatura, pH y composicion ionica tienen una funcién clave en activar o modelar la actividad
flagelar (Valdebenito et al., 2009), estos factores han de interactuar entre ellos generando una
respuesta ya sea positiva 0 negativa (Tabares et al, 2005) y esta interaccion es muy importante

para que se dé la activacion fisiologica de los espermatozoides.

Siendo mas especificos, al momento de la espermiacion hay iones en el medio como K*, Na*,
Ca?* y Mg?* que pueden neutralizar como favorecer la movilidad y su tiempo de activacion, y se
cree que hay un antagonismo entre K* y Ca?*, en donde se ha observado que los espermatozoides
de carpa disminuyen su movilidad debido a que no toleran concentraciones altas de K* como los
salmoénidos, ni pH inferior a 7.5, pero esto se puede revertir agregando Ca?* (Tabares et al.,
2005). Suarez y colaboradores (2019) reportaron que, entre los iones presentes en el semen de
cachama blanca, el Na* fue el de mayor concentracion en dos colectas realizadas, seguido por
Ck, K*, Ca?*y Mg?*.



En cuanto a la activacion del semen, ésta se ve influenciada de primera mano por el choque
hiposmético, lo que indica que la movilidad espermatica es parcialmente controlada por la
presion osmotica, por lo que se puede decir que este choque puede ser una sefial inicial que
conlleva a la activacion, que en la mayoria de peces de agua dulce tiene un rango de duracién de
34-40 segundos, pudiendo variar por las condiciones del medio donde se activan los
espermatozoides, cabe resaltar que algo consecuente del choque hiposmético es el cambio de
potencial de membrana, siendo el segundo factor involucrado con la activacion de los
espermatozoides y que puede desencadenar respuestas celulares como la hiperpolarizacion de la
membrana, entendiéndose a esta respuesta como la activacion, que se puede producir por la
combinacién de éste y otros factores ambientales como pH y el balance i6nico, ademés de la
formacion de complejos supramoleculares que influyen en la modificacion de la fluidez lateral,
despliegue enzimatico y activacion de canales ionicos (Cosson et al, 2000; Cosson, 2004;
Tabares et al., 2005; Suarez et al, 2019). Pudiéndose mejorar este tiempo de activacion al
agregar diluyentes que mejoren las condiciones necesarias para que se dé la movilidad, lo cual se
ve reflejado en los resultados evaluados en el semen crioconservado, teniendo mejores tiempos

de activacién que en el semen fresco.

De acuerdo con lo anterior, se puede inferir que hay una amplia interaccion de reacciones
celulares que ocasionan dafios en el espermatozoide al exponerlo a un ambiente externo, y estas
reacciones pueden provocar cambios al conservar el semen por un periodo de tiempo, como se
encontrd en el presente estudio, principalmente a causa de un choque hiposmdtico que genera
unos cambios celulares por esta interaccion, pudiendo disminuir su calidad. Al crioconservar,
igualmente estas reacciones pueden seguir afectando y provocando cambios, sobretodo en la
membrana plasmatica del espermatozoide, tanto por la congelacién como la descongelacion de
los mismos (Lahnsteiner et al., 2000; Chen et al, 2004; Martinez & pardo, 2010; Lim & Le,
2013).

En el semen crioconservado es muy importante tener en cuenta el diluyente a emplear y en este
caso al emplear la glucosa, se hace por sus efectos estabilizadores sobre la membrana liposomal
de los espermatozoides durante el almacenamiento, ademds de que aumenta la osmolaridad del
medio; el DMSO se usa por su efecto electrostatico sobre el grupo sulfoxido polar del mismo y

la bicapa de fosfolipidos de la membrana plasmética que posiblemente se da entre la molécula de



colina de los grupos cabeza de la fosfatidilcolina (Medina et al., 2005). la glucosa, como el
DMSO son empleados como medios para congelar esperma de muchas especies neotropicales
(Viveiros y Godinho, 2009; Orfdo et al., 2011); Cabe resaltar que esto es muy importante, porque
la membrana celular de los espermatozoides es vulnerable al dafio producido por las ERO’s
(Ansaldo, 2001), debido a que ésta posee un alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados que
interactlan con metabolitos reactivos del oxigeno y provocan lipoperoxidacion y desencadenan,
ademas, sucesos que derivan en: alteraciones del reticulo endoplasmico y de la mitocondria;
rompimiento de las cadenas del ADN; liberacion de enzimas celulares y finalmente, la
terminacion de una célula funcional (Rodriguez et al, 2011), reflejado en la disminucion de
movilidad y viabilidad esperméatica (Aramli et al, 2013; Kowalski et al., 2019). Por estas
razones, la peroxidacion lipidica de la membrana se considera el mecanismo clave por medio del
cual las ERO’s, provocan dafios en el espermatozoide y conducen a infertiidad al provocar una

muerte celular (Ansaldo, 2001; Rodriguez etal., 2011; Patricio et al., 2016).

Tabla 7. Resultados de capacidad antioxidante total en algunas especies de peces.

Especies n CAnNtiOx Autores
Trucha arcoiris 10 0,009 + 0,012 (Stowinska et al., 2013)
(Oncorhynchus myKkiss)
Lucio Europeo 9 0,062 + 0,029 (Stowinska et al., 2013)
(Esox lucius)
Barbo comun 10 0,066 + 0,043 (Stowinska et al., 2013)
(Barbus barbus)
Goldfish 15 0075 +0,019¢  (Slowinska et al., 2013)
(Carassius auratus)
Aspius 10 0,092 + 0,022 (Stowinska et al., 2013)
(Aspius aspius)
Carpa prusiana 18 0,117 + 0,038 (Stowinska et al., 2013)
(Carassius gibelio)
Brema 17 0,121 +0,047° (Stowinska et al., 2013)
(Abramis brama)
Carpa sable 19 0,126 + 0,085 (Sowinska et al., 2013)
(Pelecus cultratus)
Chub 23 0,138 +0066: (Slowinska etal,2013)
(Leuciscus cephalus)
Carpa 10 0,153 +0,063% (Stowinska et al., 2013)
(Cyprinus carpio)
Leucisco 12 0,197 + 0,065 (Stowinska et al., 2013)

(Leuciscus leuciscus)



Lucioperca 12 0,500 + 0,130° (Stowinska et al., 2013)
(Sander lucioperca)

Perca 12 1,909 + 0,9042 (Stowinska et al., 2013)
(Perca fluviatilis)
Bacalao 14 0,15 +0,11° (Buitts et al., 2011)
(Gadus morhua)
Salmén real 0,30 +£0,03 (Flannery et al., 2013)
(Oncorhynchus tshawytscha)) 59 0,28 +0,02°
Cachama Blanca 24 03892 + 017

(Piaractus brachypomus)

a Los datos son representados en media (mM de TroloX) + desviacion estandar
b Los datos son representados en media (UM de Trolox) +error estandar

* Son datos del presente estudio

Tabla adaptada de Stowinska y colaboradores (2013)

Los resultados obtenidos de Capacidad antioxidante total (CAntiOx) se pueden comparar con los
hallados por Stowinska y colaboradores (2013), que evaluaron algunas caracteristicas seminales
en 13 especies distintas de peces, y la capacidad antioxidante total se midié empleando el mismo
kit (Antioxidant assay kit, cat. No. CS0790; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), estos
resultados permiten decir que los encontrados en el presente estudio entran en el rango reportado
(para semen fresco), se puede ver que la Perca (Perca fluviatilis) contiene la mayor CAntiOx, le
sigue la Lucioperca (Sander lucioperca) y en tercer lugar la cachama blanca (Tabla 7). Otros
resultados de CAntiOx publicados previamente, (Butts et al., 2011; Flannery et al., 2013) para el
bacalao (Gadus morhua) y el salmén real (Oncorhynchus tshawytscha), segin Slowinska y
colaboradores (2013) estan dentro del rango de 11 especies.

CAnNtiOx es la suma de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Mahfouz et al., 2009), por lo
cual, los resultados aqui presentados, corresponden a  la sumatoria de agentes que ayudan al
control de especies reactivas al oxigeno, con el fin de garantizar una buena movilidad y que la
membrana del espermatozoide esté intacta, lo que puede reflejarse en la fertilidad (Tatone et al.,
2010; Lanconi et al., 2015).

Con lo anterior, se deduce que estos distintos agentes antioxidantes reflejados como CAntiOx en
el plasma seminal, son distintos entre especies y entre los individuos de las mismas, por factores
como las condiciones ambientales en las que se encuentran, alimentacion, region geografica,
medio silvestre o cautiverio, afectando también la generacion de especies reactivas al oxigeno

presentes (Stowinska et al., 2013). Por ello, seria interesante observar el comportamiento de estas



caracteristicas en cachama blanca , mantenida en diferentes condiciones, Esto permitiria evaluar
no solo como afecta el tiempo a esta variable, también los machos sometidos a distintos
tratamientos, con el fin de observar que ambiente puede ser mejor para garantizar un mejor
esperma, pero no se deberia de evaluar solo la CAntiOx, también otras variables como la
osmolaridad, ATP, y dentro de los antioxidantes verificar la cantidad de acido uUrico siendo el

principal en el plasma seminal (Lahnsteiner etal., 2011).

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

CAnNtiOx de solo el DMSO antes y después de su crioconservacion.

La CAntiOx al estar expuesto a ERO’s sera consumida y empezara a disminuir, como ocurre en
la espermiacion, momento en el cual el semen tiene contacto con el oxigeno, pues se ve
enfrentado a actuar y retener los radicales libres, pero mientras el esperma estd en el conducto
espermatico, se han de encontrar con bajo potencial de membrana con el fin de preservar las
pocas reservas energéticas y asi disminuir los compuestos de oxidacion enddgenos, los cuales
son un riesgo para la integridad de la membrana (Tabares et al., 2005). Lo anterior cambia al
estar en un medio externo con contaminantes y otros factores que pueden producir ERO’s
(Valdebenito et al, 2015). La CAntiOx varia con respecto la cantidad de los distintos
antioxidantes enzimaticos 0 no enzimaticos, en este caso, los compuestos del diluyente del
semen crioconservado pueden aumentar la CAntiOx o por el contrario favorecer a su
disminucion por contribuir a la produccion de ERO’s, como es el caso de la yema de huevo

(Kumar etal., 2019).



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

su raza y genética.

Algunos de los metales presentes en la yema de huevo funcionan como catalizadores de
reacciones de radicales libres, ademés de algunos ser metales pesados, siendo perjudiciales para
los espermatozoides y al igual pudiendo promover la oxidacion. Por esto, el diluyente puede
funcionar como un potenciador de la peroxidacion lipidica de las membranas del espermatozoide
teniendo como resultado en el proceso de crioconservacion, la produccion de una gran cantidad
de radicales libres. Con esto, se pueden llegar a probar agentes quelantes para observar si hay un
cambio en la concentracién de los antioxidantes, pues ayudarian al control de estos metales que

participan en la peroxidacion lipidica (Kumar et al., 2019).

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

distintos crioprotectores, para observar los cambios y resultados generados en la CAntiOx.



CONCLUSION

En el presente trabajo se halld, que la capacidad antioxidante del semen fresco, en un rango de
tiempo de una hora no tuvo una varianza significativa, en el semen crioconservado en un lapso
de 1 dia hasta los 6 meses de igual modo no hay significancia entre las muestras, indicando que
esta variable no fue afectada en el tiempo. La calidad del semen fresco se mantuvo sin cambios
significativos hasta la hora de conservacion, excepto la movilidad, la cual, si tuvo diferencias
significativas a la hora, aun siendo asi, estd sigue en el rango aceptable para una posterior
fertilizacion.

En el semen crioconservado igualmente se aprecia una buena calidad seminal, que se diferencian
estadisticamente con respecto al control, a excepcion de la Capacidad antioxidante, pero de igual
forma permitiendo seminar los huevos de la hembra; este trabajo permiti6 comprender la
importancia del semen y crioconservacién del mismo de Piaractus brachypomus, una de las
especies icticas més significativa de la Orinoquia colombiana, dando a conocer la calidad del

mismo en fresco y crioconservado.



RECOMENDACIONES

Para los futuros investigadores interesados en continuar con esta investigacion se les recomienda:

Tener en cuenta el protocolo de crioconservacion que se vaya a emplear, ya que este puede hacer
que varie la cantidad de antioxidantes, se recomienda evaluar la capacidad antioxidante del
huevo, DMSO o cualquier diluyente y crioprotector que vayan a usar, también sometiéndolo al
estrés térmico de la congelacion y descongelacion, esto con el fin de obtener un resultado méas
exacto de la capacidad antioxidante del semen crioconservado como tal.

Se puede usar otro kit para medir la capacidad antioxidante y asi comparar los resultados y su
variacion.

Poner bajo distintos tratamientos a los animales, pues a los ejemplares de este experimento
fueron obtenidos de estanques en tierra e inducidos con EPC, alimentados con concentrado
comercial, sin embargo, también se deberia tener en cuenta la temperatura del agua y su
concentracion de oxigeno, haciendo su ambiente lo mas similar posible al que viviria estando en
una cuenca, 0 se pueden llevar a situaciones extremas con el fin de evaluar y comparar las
diferencias de calidad del semen que origina su medio y alimentacion.
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