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1.RESUMEN/ABSTRACT

El glifosato, herbicida mas utilizado en el mundo en la agricultura y la nicotina, uno de
los componentes principales del tabaco, se han vuelto preocupantes para la salud
reproductiva de la humanidad. Este trabajo tiene como objetivo comprobar el efecto
de estos dos componentes en el esperma porcino y los posibles efectos protectores
de un antioxidante, la melatonina. Para ello las muestras seminales se dividieron en 6
grupos experimentales. En las alicuotas se analizaron diferentes variables: vitalidad,
apoptosis espermatica, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafios
de membrana y fragmentacion de ADN. Los resultados mostraron un aumento de la
mortalidad, un mayor nimero de especies reactivas de oxigeno y apoptosis, por
ambas sustancias dafiinas para nuestro organismo. También se observé que
aumentaban los dafios de membrana, asi como dafios en el ADN, ambas solo por el
glifosato. Por ultimo, la melatonina ejercié un gran poder protector frente al glifosato
en cuanto a la vitalidad y la apoptosis espermatica, en los demas no se observé una
mejora significativa.

Palabras clave: Glifosato, melatonina, nicotina, antioxidante, espermatozoide.

Glyphosate, the most widely used herbicide in agriculture in the world, and nicotine,
one of the main components of tobacco, have become a concern for the reproductive
health of humanity. The objective of this work is to verify the effect of these two
components in pig sperm and the possible protective effects of an antioxidant,
melatonin. For this, the seminal samples were divided into 6 experimental groups.
Different variables were analysed in the aliquots: vitality, sperm apoptosis, generation
of reactive oxygen species (ROS), membrane damage and DNA fragmentation. The
results showed an increase in mortality, a greater number of reactive oxygen species
and apoptosis, due to both substances that are harmful to our body. Membrane
damage, as well as DNA damage, were also observed to be increased, both by
glyphosate alone. Finally, melatonin exerted a great protective power against
glyphosate in terms of sperm vitality and apoptosis, in the others no significant
improvement was observed.

Key words: Glyphosate, melatonin, nicotine, antioxidant, sperm.



2. INTRODUCCION

2.1. Infertilidad y el factor masculino

La infertilidad es un trastorno complejo, heterogéneo y afectado por un enorme
namero de factores biolégicos, con los afios se ha visto incrementada la demanda de
atencion sanitaria al respecto. No debemos confundir la infertilidad con esterilidad, la
infertilidad es la incapacidad para concebir y la esterilidad es la incapacidad para
fecundar. También, cabe destacar que, la infertilidad primaria es que la pareja, tras un
afio de relaciones sexuales, sin medida anticonceptiva alguna, no ha obtenido un
embarazo y la infertilidad secundaria, en cambio, es que la pareja si ha podido obtener
un embarazo, pero no hay posibilidad de un segundo. Hay un porcentaje de causas
desconocidas de infertilidad y este tipo se denomina idiopatica.

Segun la OMS afecta alrededor del 15-20% de las parejas, dentro de la edad
reproductiva, siendo aproximadamente un 50% del total, en varones y un 20% la
combinacion de alguna patologia en ambos miembros de la pareja (Approaches,

2012). Los continentes donde se advierten las mayores tasas de infertilidad son

Europa central y oriental y América, tanto norte américa como Latinoamérica (Agarwal
et al., 2015).

Figura 2.1: Mapa mundial con los porcentajes en casos de infertilidad atribuidos al factor masculino
(Agarwal et al., 2015).



Los factores ambientales han sido y seran relacionados con un alto riesgo en la
infertilidad, tanto femenina, como masculina, ya que se sabe que la normal
funcionalidad reproductiva, se ve alterada por agentes fisicos y quimicos, presentes
en el medio ambiente, utilizados en nuestras actividades del dia a dia, produccion
industrial o agricola, etc. (Oliva et al., 2001).

Mas recientemente, se ha formulado al factor genético como la causa de alrededor del
15% de los casos de infertilidad masculina del total, sobre esto todavia hay un enorme
desconocimiento, pero se han conseguido identificar algunos determinantes genéticos
como alteraciones cromosomicas (autosémicos y sexuales), microdeleciones del
cromosoma Y, fragmentacion del ADN espermatico (Huynh et al., 2002).

La razon de una espermatogénesis y una funcion deficiente se pueden corresponder
con varias causas: a nivel pretesticular (hipogonadismo o hipogonadismo
hipogonatropico, sindrome de Kallman, entre otros), testicular (varicocele, cancer

testicular) o postesticular (Krausz, 2011).

2.2. Espermatozoide y plasma seminal

Es la célula sexual masculina, con una especializacion alta, cuya funcién es la
fecundacion del ovulo, su proceso de formacion se denomina espermatogénesis y
este tiene lugar en los testiculos. Consta de tres partes: cabeza, pieza intermedia y
cola.

La cabeza (4 a5 um x 2 a 3 um) formada por: el acrosoma, el nucleo y la membrana
plasmatica envolviendo. La zona intermedia, con un gran numero de mitocondrias en
disposicion helicoidal y los centriolos. Por ultimo, la cola o flagelo (aproximadamente
50 um de longitud), permite el movimiento celular. Cualquier alteracion en alguna de
estas tres partes, puede desencadenar problemas de infertilidad (Carlson, 2000).

El plasma seminal es una mezcla de secreciones generadas en los testiculos,
epididimos y glandulas sexuales accesorias. Esta implicado en una gran cantidad de
funciones y acontecimientos de los espermatozoides que anteceden a la fertilizacién
(Kareskoski y Katila, 2008). No solo es un simple medio de transporte para los
espermatozoides, sino que también funciona como un regulador del ambiente del
tracto femenino, facilitando un sitio éptimo para el desarrollo del embrién y con esto
favorece la salud de la futura descendencia (Bromfield, 2014).

En la eyaculacion el esperma se junta con el liquido seminal, fluido constituido por las
segregaciones de las vesiculas seminales (ricas en fructosa, sustancia energética

para el esperma, aminoacidos y prostaglandinas, que actian como bactericidas) y de
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la préstata (fluido rico en &cido citrico, fosfatasa acida, acido ascorbico, zinc e iones

de magnesio), valores de normalidad son de 2 a 6 ml (Carlson, 2000).

2.3. Antecedentes sobre el glifosato

El glifosato N-(fosfonometil) glicina, afecta de manera tanto directa, afectando a la
enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) inhibiendo la sintesis de
aminoacidos aromaticos vitales para la planta, como indirecta, incidiendo a la fisiologia
de la planta, decreciendo los niveles de clorofila, provocando un estrés oxidativo,
disminuyendo el rendimiento fotosintético, etc. (Gomes et al., 2014).

Se ha convertido en el herbicida mas usado en el mundo, debido a diversos factores,
no es selectivo, por lo tanto, tiene un gran rango de actuacion y por el ingreso en la
poblaciébn de plantas con resistencia al glifosato en 1996, debido al estudio e
investigacion con transgeénicos (O Duke y B Powles, 2008). Mas de 8,6 mil millones
de kilogramos de glifosato han sido empleados en todo el mundo desde la década de
1970 (Muller, 2021).

La manera mas comun de exposicion al glifosato, asi como a otros herbicidas es en
la dieta o0 mediante contacto directo en las grandes fumigaciones al aire libre.
(Anifandis et al., 2017). Ademas, puede contaminar el agua de zonas cercanas a los
cultivos y el suelo que, por infiltracion, puede llegar a los acuiferos (Gomes et al.,
2014).

Los residuos de glifosato y su producto de degradacion, el acido aminometilfosfonico
(AMPA), ademas de una gran relacion significativa con enfermedades humanas,
también afecta al medio ambiente, a sus componentes bi6ticos y abidticos (Van
Bruggen et al., 2018). Afectando de manera negativa a las comunidades bacterianas
del suelo (Arango et al., 2014), especies acuaticas de microalgas, bacterias y
protozoos (Tsui y Chu, 2003) e incluso microorganismos en animales, ocasionando

enfermedades en los huéspedes (Clair et al., 2012).
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Figura 2.2: relacién del glifosato con los factores abidticos y biéticos del medio (Van Bruggen et al.,
2018).

2.3.1. Efectos del glifosato en el esperma

Ademas de la toxicidad tan amplia que ejerce el glifosato en el medio y en sus
habitantes, se baraja en diversas investigaciones el papel del glifosato en el
rendimiento reproductivo, tanto es asi que, si observamos el indice de publicaciones,
este aumenta con los afios, siendo, por tanto, una preocupacion mundial creciente.
En esperma porcino, se evaluo la viabilidad, la actividad de las mitocondrias, motilidad
y la integridad del acrosoma en esperma tratado con glifosato, teniendo efecto
perjudicial solo en dosis altas, en bajas concentraciones, no se vieron efectos
significativos (Nerozzi et al., 2020).

En cobayas tratadas con este herbicida, se vieron claras disminuciones en el peso de
las gonadas, conductos gonadales, asi como los parametros de vitalidad y motilidad,
hubo un aumento de anomalias morfolégicas (Mutwedu et al., 2021).

La exposiciéon directa de glifosato en ratas, tuvo un efecto negativo en la calidad del
esperma, aumentando la cantidad de esperma muerto, bajaron a su vez la motilidad,
los niveles de testosterona y el peso del epididimo (Abarikwu et al., 2015).

En ratonas prefiadas tratadas con glifosato, siendo una exposicion perinatal y después
postparto fue tratada la descendencia, se vieron efectos negativos en la
espermatogénesis, a nivel del conteo, motilidad, morfologia y el tamafio de la camada
también se vio afectado (Pham et al., 2019).

En humanos, in vitro, se vieron efectos negativos del glifosato en la motilidad
espermatica, la cual representa un papel muy importante en la fertilidad, pero no se
vieron efectos significativos en la integridad del ADN (Anifandis et al., 2018). Ademas,
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se observo una disminucion significativa en la funcionalidad mitocondrial (Anifandis et
al., 2017), este decrecimiento en la funcionalidad se relacion6 con una menor
eficiencia respiratoria, lo que explicaria una menor motilidad, al haber menor cantidad
de energia, el efecto se observa incluso a bajas dosis (Ferramosca et al., 2021).
Incluso al glifosato se le atribuye, la herencia de enfermedades transgeneracionales,
por la epigenética que sufre al estar expuesto por este agente téxico (Ben Maamar et
al., 2021).

2.4. Antecedentes de la nicotina

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) hay 1330 millones de fumadores
en el mundo, datos de la BBC los fijan en 1140 millones, en ambos casos hablamos
de una enorme cantidad de nicotina, con los problemas de adiccién y otros que
presentan. Siendo este consumo exagerado, cada vez una preocupacion mayor.

Las consecuencias para la salud del tabaquismo y del uso de otros productos del
tabaco son muy conocidas. Son motivo del incremento de la mortalidad y la morbilidad
en los paises desarrollados y aumentando también en el mundo en desarrollo (Kapoor
& Jones, 2005; Oyeyipo et al., 2011).

El humo del cigarro, asi como el cigarrillo en si, contiene una gran cantidad de
compuestos, alrededor de unos 4000 compuestos quimicos (Condorelli et al., 2013),
entre ellos se encuentran los alcaloides, cuyo mayor representante en este grupo es
la nicotina (Oyeyipo et al., 2011). Es dificil conocer los efectos directos o indirectos de
la nicotina , debido al gran nimero de componentes nocivos que presenta el tabaco
(Cme, 2014).

La nicotina es una sustancia adictiva que se encuentra en los cigarrillos, el tabaco sin
humo, la pipa de agua, los cigarrillos electronicos y la terapia para dejar de fumar
(Cme, 2014). La nicotina utilizada en los parches para dejar de fumar es comparable
a 16 cigarrillos y aun asi se ha utilizado ampliamente (Budin et al., 2017).

2.4.1. Efectos de la nicotina en el esperma

Si observamos en bases de datos como “Pubmed” o “Google Scholar”, vemos un
aumento de publicaciones relacionadas con estudios que relacionan a la nicotina
como un factor limitante o que altera la fertilidad.

Se vieron efectos adversos de la nicotina en el esperma de rata, en la motilidad
esperméatica de manera significativa e incluso en el recuento, aumenta el numero de

anomalias, asi como una disminucion en la camada y de la libido en machos tratados



(Oyeyipo et al., 2011), incluso la exposicion a este componente del tabaco, ocasiono
un efecto nocivo en los testiculos y préstata de ratas (Budin et al., 2017).

En ratas expuestas durante el embarazo también se vieron efectos adversos similares
en la descendencia (Miranda-Spooner et al.,, 2016). Los efectos en testiculos
incidieron en la espermatogénesis, disminuyendo su eficiencia (Aydos et al., 2001).
Un estudio reciente en ratas, relacioné de manera significativa a la nicotina, como la
responsable de la metilacion de genes en los espermatozoides, encargados del
desarrollo, mas concreto en el neuronal (Schrott et al., 2020).

En humanos, in vitro, se vieron efectos nocivos de la nicotina en la fertilidad, afectando
incluso a bajas concentraciones de manera significativa a la viabilidad y a la motilidad,
incluso a la fragmentacion del ADN espermatico, aumentando la cantidad de
espermatozoides con alteraciones en la cromatina (Condorelli et al., 2013). También,
se observa un aumento de especies reactivas de oxigeno en fracciones espermaticas

expuestas a este compuesto alcaloide (Saleh et al., 2002).

2.5. Antioxidantes y melatonina

Un antioxidante es una molécula capaz de inhibir la oxidacion de otras moléculas. Es
decir, que, a concentraciones bajas, es capaz de inhibir o retrasar la oxidacion de un
sustrato oxidable. Diversos alimentos y sustancias generadas por el propio organismo
tienen capacidad antioxidante (Gdlgin, 2012).

Definimos como oxidacion a la transferencia de electrones de un atomo a otro, es algo
vital en nuestro metabolismo, siendo, el dltimo en captar los electrones en el sistema,
el oxigeno, para generar ATP (Davies, 1995; Gllgin, 2012). Pero, suceden
complicaciones si ese flujo se desequilibra, generando radicales libres como las
especies reactivas de oxigeno (Giilgin, 2012).

La melatonina es producida por diversos organismos como bacterias, protozoos,
algas, hongos, otras plantas, invertebrados y mas recientemente se descubrié que es
sintetizada por la glandula pineal, presente en la mayoria de vertebrados, incluido el
hombre (Hardeland et al., 2006).

La glandula pineal y la sintesis de dicha hormona, no esta mediada por la presencia o
no de otras hormonas o el correcto funcionamiento de otras glandulas, su regulacién
en la produccion es por la presencia o ausencia de luz, por lo tanto, un aumento de la
produccion ird de la mano de la ausencia de luz y del suefio, teniendo el pico algido

de producciéon durante la noche (Reiter, 2003). La melatonina, generada por la



glandula pineal es solo una parte de la total, también puede sintetizarse en varios
tejidos extra pineales (Cebridn-Pérez et al., 2014).

La melatonina tiene diversos efectos beneficiosos en nuestro organismo, funciones
antitumorales, inmunoldgicas, regulacion de ciclos circadianos y antioxidantes (Reiter,
2003). La gran cualidad de suprimir radicales libres por parte de la melatonina, se
observé en 1933, tiene un efecto antioxidante mucho méas potente que la vitamina C
o E (Tan et al., 2005).

2.5.1. Posibles efectos antioxidantes de la melatonina en el esperma

Cabe destacar que en el liquido seminal hay una pequefa cantidad de melatonina, su
cantidad es muy pequefa, hablamos de nanomolar (Ortiz et al., 2011), esto es un
buen dato, ya que da que pensar que la melatonina tiene alguna funcién dentro del
esperma o la reproduccion.

Ademas, viendo la capacidad antioxidante que tiene la melatonina para la salud,
podriamos pensar que este efecto protector es igual a nivel espermatico, por eso crece
el nimero de publicaciones acerca de este compuesto y su relacion con la fertilidad.
Frente a un pesticida como es el Diazinon, un pretratamiento con melatonina previno
el efecto téxico a nivel de dafios en el ADN provocados por dicho compuesto, en
esperma de ratén (Sarabia et al., 2009).

Se ha utilizado la melatonina en el ganado ovino, para aumentar el ciclo estral en las
hembras y para aumentar la libido en machos, asi como la calidad espermatica
(Cebrian-Pérez et al., 2014).

El tratamiento con melatonina en esperma de toro, redujo la externalizacion de la
fosfatildilserina, la integridad del acrosoma y las especies reactivas de oxigeno. Por lo
tanto reduce la presencia de espermatozoides apoptoéticos (Li et al., 2019).

Se verificd, en humanos, que la melatonina puede disminuir el dafio oxidativo ejercido
por el calor en el esperma, disminuyendo las ROS y la apoptosis espermatica,
aumento la integridad de membrana e incluso increment6 la motilidad, teniendo por
tanto un gran efecto antioxidante (Zhao et al., 2021).

En la criopreservacion de espermatozoides, se estudio el papel de la melatonina como
antioxidante, obteniendo resultados satisfactorios y provocé una disminucién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), aumenté la viabilidad y la motilidad (Karimfar et
al., 2015).

En un estudio con donantes infértiles, se incub6 el esperma con melatonina, para ver

el efecto de este antioxidante, mejorando la motilidad y la progresividad del esperma
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en tiempos cortos, las morfologias normales aumentaron significativamente también.
Indicando que la melatonina como suplemento podria ser un tratamiento para mejorar
casos de infertilidad (Ortiz et al., 2011). También, inhibié de manera significativa la
tasa de peroxidacion lipidica (Gavella y Lipovac, 2000).

2.6. Parametros a estudiar.

2.6.1. Vitalidad espermética

El andlisis de semen basico consta de varias partes, entre ellas, la valoracién de la
vitalidad espermatica. Cuando el esperma presenta baja motilidad, es mucho mas
aconsejable, para demostrar si en esa proporcion de espermatozoides inmdviles hay
células vivas o muertas (Mortimer, 2020).

En los laboratorios de andrologia clinica, los métodos méas usados son dos, se basan
en exclusion de algun colorante vital o la capacidad de regulacion osmatica en
condiciones de menor presiéon osmotica. Estos métodos son la tincibn con eosina-
nigrosina o la prueba de hinchazén hipoosmotica (Moskovtsev y Librach, 2013; OMS,
2001).

La tincion con eosina-nigrosina, la cual se desarrollo para uso en mamiferos en 1950,
normalizandose luego su utilizacién en esperma humano (Bjorndahl et al., 2003), es
la técnica mas utilizada y que utilizaremos en nuestro estudio, los espermatozoides
que se tifien de un color rosa o rojizo se encuentran muertos y esto es asi porque
tienen la membrana dafiada y el colorante entra en el interior.

En cambio, los espermatozoides que no se tifien, la membrana no tendra dafios y
estos se encontraran vivos. El limite inferior de referencia es del 58 %, por debajo de

ese porcentaje, se tratara ese esperma como infértil.

Membrana
intacta Moribundo Muerto

Figura 2.3: Esquema modelo sobre los posibles resultados en la tincién de eosina-nigrosina.



2.6.2. Dafo en la membrana espermatica y fertilidad

La membrana plasméatica en el esperma es una estructura muy importante con funcién
protectora. Ademas, es vital en la capacitacion espermatica y la fertilizacion. Su
composicién, mayoritariamente por glicerofosfolipidos, la cantidad y el tipo de estos
esta muy relacionado con la calidad, siendo de mayor calidad, cuando predominan
acidos grasos poliinsaturados (Tapia et al., 2012).

Estas cadenas de acilo altamente insaturadas confieren gran fluidez a la membrana
espermética y, por tanto, mayor elasticidad para resistir cambios de volumen. Sin
embargo, esto hace que los espermatozoides sean particularmente vulnerables al
atague de especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo mucho mas susceptibles a
experimentar la peroxidacion lipidica (Wathes et al., 2007).

En mamiferos, por ejemplo, los ciclos de congelacion y descongelacion ocasionan
deshidratacién celular, generando un estrés osmotico y con esto un dafio de
membrana espermatica. Estas alteraciones preceden rapidamente en la pérdida de la
arquitectura de los organulos y alteraciones en el plasma, incrementando la
generacion de especies reactivas de oxigeno y peroxidacion lipidica (Tapia et al.,
2012).

2.6.3. Espermatozoides apoptéticos

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada de manera que genéticamente
inducen un numero de perturbaciones celulares, morfologicas y bioquimicas, guiando
al suicidio celular sin una reaccion inflamatoria. Los indicadores de apoptosis son:
presencia de fosfatidilserina en la membrana externa, activacién de caspasas, menor
potencial de membrana mitocondrial y fragmentacion del ADN (Aziz et al., 2007).

En un estudio en humanos, vieron que dichos marcadores, estan relacionados de
manera negativa con la posibilidad de penetracion del 6vulo, disminuyendo esta
probabilidad a medida que aumentan los marcadores. Conociendo esto se pueden
desechar esos espermatozoides, que bajan la probabilidad de éxito en técnicas de
inseminacion artificial (Grunewald et al., 2007). Se relaciono los niveles altos de ROS
intracelulares, con la apoptosis de espermatozoides (Mahfouz et al., 2010).

Hay diferencias claras en la morfologia de espermatozoides no apoptéticos, con una
calidad superior, con los apoptéticos, encontrando en estos, dafios en el acrosoma,

alteraciones en la pieza intermedia y gotas citoplasméticas (Aziz et al., 2007).
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Figura 2.4: Proceso de apoptosis en espermatozoides (Lopez-Trinidad et al., 2016).

2.6.4. Fragmentacion del ADN

Un aspecto importante a considerar cuando se selecciona esperma de manera no
natural, en procesos de inseminacion artificial, es la condensacion de la cromatina, su
calidad, ya que es un factor limitante en la fertilidad (Golan et al., 1997). La integridad
del ADN de los espermatozoides es fundamental para la transmision precisa de la
informacion genética paterna (Mahfouz et al., 2009).

Entre los casos de infertilidad masculina, sobre un 15% presentan un analisis
espermatico normal, por esto, se siguen buscando andlisis para aumentar el
conocimiento, diagndstico y tratamiento de la infertilidad. Los espermatozoides sufren
seleccion natural, por lo tanto, no fertilizan el ovulo, espermatozoides con anomalias,
las técnicas de reproduccion asistida no evitan dicha seleccion (Shafik et al., 2006).
En el esperma, el ADN se encuentra muy compacto, con una estructura compleja, la
capacidad de transmision correcta de la informacion genética, asi como la fertilidad
de este dependen mucho de la integridad del ADN (Mahfouz et al., 2009). A medida
que el porcentaje de espermatozoides con dafios en el ADN aumenta, bajan las
probabilidades de éxito en la reproduccién tanto natural, como en los tratamientos de
reproduccién asistida y en el caso que ocurra, los riesgos de anomalias en el
desarrollo embrionario aumentan (Agarwal y Said, 2003).

El material gendmico puede presentar diferentes anomalias, asi como fragmentacion

del ADN, aneuploidias, mal empaquetamiento, inmadurez nuclear o en la integridad
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del ADN. Las causas son varias, los habitos de vida no saludables, altas temperaturas
testiculares, el efecto ambiental, edad avanzada, el papel genético y un exceso de
especies reactivas de oxigeno (Rodriguez Pendas, 2017).

2.6.5. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los espermatozoides, debido al poco espacio en su citoplasma y la incapacidad de
albergar un namero grande de enzimas protectoras, son muy sensibles a los dafios
oxidativos, ademas se este efecto dafiino se ve aumentado, ya que las mismas células
producen especies reactivas de oxigeno, relacionado este proceso con la capacitacion
espermatica (Aitken y Baker, 2016).

Un reducido numero de especies reactivas de oxigeno (ROS), son necesarias para la
funcién precisa del esperma, entre ellas la capacitacion e hiperactivacion espermética
y la reaccién acrosdmica. Pero una cantidad alta de estas, es sindnimo de infertilidad
(Barati et al., 2020).

El estrés oxidativo genera un enorme numero de especies reactivas de oxigeno
(ROS), disminuyendo la calidad del esperma al dafiar el ADN del espermatico y
arriesga la homeostasis intracelular en el esperma (Zhao et al., 2021).

Ademas, afecta a la inactivacion enzimatica, oxidando proteinas vitales para los
espermatozoides. Este estrés oxidativo del que hablamos se debe a varios motivos,
siendo la principal el estilo de vida y como secundarios los procesos inflamatorios,
mutaciones, niveles hormonales descontrolados o la presencia de espermatozoides
inmaduros (Barati et al., 2020).

En las técnicas de reproduccion asistida, es crucial evitar la presencia de un excesivo
namero de especies reactivas de oxigeno, ya que generan un atague a los
espermatozoides (Zhao et al., 2021).

Los dafos oxidativos, como un elevado numero de especies reactivas de oxigeno,

también se relacionan con la apoptosis espermatica (Aitken y Baker, 2016).
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3. OBJETIVOS

Como objetivo general es analizar el efecto del herbicida y el efecto reparador frente
a este, que pueden ejercer los antioxidantes en muestras espermaticas in vitro

Con este trabajo experimental también se quieren cumplir otros objetivos
segundarios:

1. Observar el efecto del glifosato en el esperma, observando los datos obtenidos de
vitalidad, especies reactivas de oxigeno, dafio de membrana, apoptosis y
fragmentacion del ADN

2. Observar el efecto de la nicotina en el esperma observando los datos de vitalidad,
especies reactivas de oxigeno, dafio de membrana, apoptosis y fragmentacion del
ADN.

3. También ver si tienen una accion sinérgica, la mezcla de dos reactivos, comunes
en nuestro entorno, como son el glifosato y la nicotina, en la fraccion espermatica

4. Analizar si el efecto de un antioxidante verificado como es la melatonina, es capaz
de revertir posibles dafios frente al glifosato.

5. Por ultimo, ver si la melatonina tiene un efecto téxico o no en la fraccion

espermética, para su posible utilizacion en tratamientos.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Obtencion de la muestra
Este estudio se ha llevado a cabo con muestras de semen porcino proporcionadas por
Semen Cardona S.L, empresa internacional, centrada en la elaboracion y distribucion

de dosis para inseminacion artificial porcina de alto rendimiento.

4.2. Preparacioén de reactivos

El herbicida, glifosato, se prepar6 a una concentracion de 0,36 mg/L, para la
melatonina se prepard a una concentracion de 232 mg/L, ambos reactivos se diluyeron
en PBS.

La merocianina 540 (M540) en cambio se disuelve en etanol al 50% y la prepararemos
a una concentracion final de 0,034 M, para preparar el dicloro, 2-7°
diclorodihidrofluoresceindiacetato (H2DCFDA), buscamos la misma concentracion

final, pero en este caso se diluye en PBS.
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Por ultimo, el 4”,6 Diamidino 2-phenylindole dihydrochloride (DAPI), el cual se prepara
una dilucién 1:500 en PBS. La casa comercial de todos los reactivos es Sigma-aldrich,

Madrid. Espafia.

4.3. Disefio experimental

Se dividi6 en 6 grupos:

-Grupo control: muestra de esperma en PBS.
-Grupo 1: Tratamiento con glifosato.

-Grupo 2: Tratamiento con nicotina.

-Grupo 3: Tratamiento con melatonina.

-Grupo 4: Tratamiento con glifosato y nicotina.
-Grupo 5: Tratamiento con glifosato y melatonina.

Tabla 4.1: volimenes de muestra y los distintos reactivos utilizados en cada uno de los grupos

experimentales y en cada uno de los protocolos (los espacios donde no aparece nada, corresponden a

la ausencia de esa sustancia en dicho grupo).

4.4. Preparacion de la muestra para los siguientes protocolos

Antes de realizar cualquier protocolo, la muestra debe estar libre de cualquier reactivo
de incubacion, para ello se realiza lo siguiente:

Una vez introducidos los reactivos respectivos a cada grupo en tubos de ensayo
falcon, en los grupos 3 y 5 la melatonina la introducimos en primer lugar, los
incubamos a 35 grados. Para ir sacando las alicuotas de incubacion, tendremos tubos
eppendorf de 1,5 ml.

Las mediciones las haremos cada 30 minutos, hasta llegar a los 90, por lo tanto, se
haran 3 mediciones de cada uno de los grupos, dos réplicas de cada grupo en cada
medicién, sacando en cada medicién 2 alicuotas de cada grupo. Cada alicuota es de
1 ml. Una vez esto, se llevaran las muestras a la centrifuga, a 10000 revoluciones,

durante 5 minutos y desechamos el sobrenadante quedandonos con el pellet.
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Después de esto resuspendemos en 1 ml de PBS, quedando las alicuotas listas para
cualquier tipo de analisis posterior y libres de otras sustancias que pueden distorsionar

los datos.

4.5. Analisis microscopico

La vitalidad espermatica se evalu6 mediante el método de tincidbn con eosina-
nigrosina, el protocolo de tincion fue el siguiente:

En un tubo eppendorf afiadimos 50 pl de eosina-nigrosina y 50 pl de muestra, en
concentracion 1:1, asi con todos los grupos. Paso siguiente, se realiza un frotis.
Finalmente colocaremos una gota de medio de montaje, cubrir con un cubreobjetos y
observar al microscopio, con el objetivo x40 serd suficiente. Al menos 200
espermatozoides, por cada portaobjetos fueron evaluados y los resultados se

expresan en porcentaje de espermatozoides vivos y muertos.

4.6. Analisis mediante citémetro de flujo

Esta tecnologia proporciona un analisis multiparamétrico o purificacion rapida de
células individuales en solucion, apoyandose en sus propiedades de dispersion de luz
o fluorescencia. Para ello utilizan laseres como fuentes de luz, las cuales son leidas
por detectores. Luego son analizadas por un ordenador. Es una herramienta poderosa
que tiene aplicaciones en multiples disciplinas (Villas, 1998).

Debido al desconocimiento de muchos casos de infertilidad, su desarrollo esta
permitiendo abrir nuevos rumbos hacia el conocimiento acerca de pruebas
diagnostico, causas y posibles tratamientos de infertilidad. Con enfoques tan potentes,
no solo se quedan en los avances médicos, también en la industria animal, mejora en
la calidad de las dosis y con él la rentabilidad en el sector (Ortega-Ferrusola et al.,
2017).

4.6.1. Evaluacion del grado de apoptosis

El pellet de cada uno de los grupos lo resuspendemos en 200 uL de PBS. Fijamos en
etanol al 70% alrededor de 6 horas a 4°C en camara fria, esta fijacion sera gota a
gota, para evitar la formacion de agregados, los cuales podrian dificultar la correcta
lectura de datos por el citometro de flujo.

Una vez pasado ese tiempo las muestras se someten a centrifugacién durante 5
minutos a 1200 rpm. Después, se lavara el pellet en PBS para eliminar los posibles

restos de etanol.
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Se resuspende el pellet en 250 pL de PBS y se afiaden 5 uL de RNAsa A (10 mg/ml)
y se incubaran a 37°C, durante 1 hora.

Por ultimo, se afiaden 10 pL de loduro de propidio (Img/ml) y se realiza el analisis.

4.6.2. Evaluacion de dafio de membrana con merocianina

A cada una de las alicuotas se le afiaden los 100 pl de merocianina, esperamos unos
5-10 min, para que actue la sonda fluorescente y se realiza el andlisis.

4.6.3 Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares lo vamos a
medir mediante el método de diacetato de 2 ‘, 7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-
DA), el dicloro. El protocolo es el siguiente:

A cada una de las alicuotas extraidas anteriormente se le afiade dicloro, se afiaden a

cada una 100 pl. Después de esto se realiza el analisis.

4.7. Fragmentacion de ADN

Para este protocolo se realizara el test de dispersion de la cromatina espermatica
(SCD), nos permite diferenciar los espermatozoides con dafios en el ADN de los que
no presentan dafios. Para ello se empleara un kit para analizar la fragmentacion de
ADN espermaético de verraco halomax ®.

Pasos:

-Primer paso, incluir la muestra de esperma en la agarosa:

Primero, colocar la solucion de lisis a temperatura ambiente y la agarosa en el
termobloque a 95-100°C, hasta que esté totalmente liquida. Después pasaremos este
eppendorf, con un flotador a un bafio que se encuentra a 37°C durante 5 minutos,
después de esto ya se podra mezclar con el esperma.

Transferimos 25 pyL de muestra espermatica a un tubo eppendorf y afiadir a el mismo
50 ul de agarosa.

En un portaobjetos se realizan dos circulos con un lapiz graso, de esta manera
evitaremos que la gota se salga de ese circulo. De la mezcla de agarosa y esperma,
transferimos 1,5-2 pl a cada uno de los circulos y los cubrimos con cubreobjetos de
24x24 mm. Presionar para evitar que se formen burbujas.

El paso siguiente es colocar los portaobjetos en camara fria a 4°C durante 5 minutos,
para que se condense la agarosa.

-Tratado de la muestra espermatica:
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Una vez pasado el tiempo en la camara fria, se les quitard con cuidado los
cubreobjetos. Aplicar tampdn de lisis, fijAndonos bien que se cubra todo el circulo,
incubamos este durante 5 minutos, después lavar con agua destilada 2 veces durante
5 minutos.

El siguiente paso es deshidratar la muestra, esto lo realizamos con incubaciones en
alcoholes de graduacion creciente, durante 2 minutos cada una. Lo hacemos en etanol
70%,80%, 90% y 100%.

Dejar secar e incubar en camara oscura y con bastante humedad en la disolucién de
fluorescente DAPI. Después de esto, montar en un medio de montaje al agua con el

cubreobjetos y observar en el microscopio de fluorescencia.

4.8. Andlisis estadisticos.
Los datos obtenidos en los diferentes grupos y protocolos, se han analizado
realizando el test t-Student en el software de Microsoft Excel, consideramos valores

significativos cuando P<0,05.

17



5.RESULTADOS.

5.1. Resultados vitalidad espermatica.

Figura 5.1: tinciones de los distintos grupos experimentales con eosina-nigrosina, para evaluar la
vitalidad espermatica. Imagen A (grupo control), imagen B (tratamiento con glifosato), imagen C
(tratamiento con nicotina), imagen D (tratamiento con melatonina), imagen E (tratamiento con glifosato

y nicotina) e imagen F (tratamiento con glifosato y melatonina).

En estas imagenes tomadas con el objetivo 40x se pueden observar los
espermatozoides vivos, los cuales se encuentran sin tefiir (ejemplos sefialados con
flechas de color verde) y los espermatozoides muertos (ejemplos sefialados con

flechas de color rojo). De esta manera vemos que el tratamiento con melatonina
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(imagen D), el esperma esta normal, esta sustancia, por tanto, no produce dafio o
altera la vitalidad.

Ademas, comparando el grupo tratado con glifosato (imagen B), en el cual se
visualizan una gran cantidad de espermatozoides, con el tratamiento con glifosato y
melatonina (imagen F) podemos ver en esta segunda, una mayor presencia de
especies vivas, lo que nos indica un posible efecto reparador.

Realizando el conteo de cada uno de los portaobjetos, obtenemos los siguientes

datos:

% de espermatozoides vivos

100%

95%
90,25% 90%
90%
.
83% 81,25%
80%
70%
63,50% 63,50%
. 58%
0% 54,25%
50% m30
60'

20%

| =[v)

30% 29,759
20% 2875% So%
23,75%
0% 17,50% 17,50%
12,50%
10%
10% l o
0% [ |

Control Glifosato Nicotina Melatonina Glifosato+Nicotina Glifosato+Melatonina

Grupos experimentales

Grafica 5.1: porcentaje de espermatozoides vivos en los distintos grupos experimentales y en las

distintas mediciones de tiempo (los porcentajes corresponde a la media de las dos réplicas).
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% de espermatozoides muertos
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Grafica 5.2: porcentajes de espermatozoides muertos en los distintos grupos experimentales y en las
diferentes mediciones de tiempo. (los porcentajes expresados en la grafica corresponde a la media de
las dos réplicas).

Tabla 5.1: resultados del valor de P del test t-Student, de los distintos grupos experimentales, en donde
se comparan espermatozoides muertos, para evaluacion de la vitalidad (los espacios azules,

corresponden a que no es necesario su analisis).

Control 1,274E-10 | 4,068E-10 0,06501 2,736E-10 6,206E-07

Glifosato 1,535E-05 1,277E-08

Con estos resultados obtenidos tras el andlisis estadistico, los cuales todos tienen un
valor de P < 0,05. Siendo todos los datos significativos.

Nuestros resultados muestran que, en primer lugar, tanto el glifosato y la nicotina, por
separado, afectan a la vitalidad, aumentando de manera significativa el nimero de
espermatozoides muertos, también lo hacen y en mayor medida cuando se juntan los
dos compuestos en un mismo tratamiento.

Por ultimo, la melatonina, al compararla con el grupo control, obtenemos un valor de
P mayor de 0,05. Siendo los datos no significativos, por lo tanto, descartamos la

hipotesis de que la melatonina tiene un efecto téxico, pero si ofrece un efecto protector
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significativo (P valor es mucho menor de 0,05) ante el dafio del glifosato en la vitalidad
espermatica.

5.2. Resultados grado de apoptosis

-Resultados de los diferentes grupos experimentales tras 30 minutos de incubacion:
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Figura 5.2: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de apoptosis
espermatica de los distintos grupos experimentales tras 30 minutos de incubacién, el pico de apoptosis
es a partir de 10% : imagen A (grupo control), imagen B (tratamiento con glifosato), imagen C
(tratamiento con nicotina), imagen D (tratamiento con melatonina), imagen E (tratamiento con glifosato
y nicotina) e imagen F (tratamiento con glifosato y melatonina).
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Gréfica 5.3: Porcentaje de espermatozoides apoptéticos, de los diferentes grupos experimentales
medidas tras 30 minutos de incubacion.

-Resultados de los distintos grupos experimentales tras 60 minutos de incubacion:
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Figura 5.3: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de apoptosis
espermaética de los distintos grupos experimentales tras 60 minutos de incubacién, el pico de apoptosis
es a partir de 103 : imagen A (tratamiento con glifosato), imagen B (tratamiento con nicotina), imagen C

(tratamiento con glifosato y nicotina) e imagen D (tratamiento con glifosato y melatonina).
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Apoptosis espermatica tiempo 60’
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Grafica 5.4: Porcentaje de espermatozoides apoptoticos, de los diferentes grupos experimentales
medidas tras 60 minutos de incubacion.

-Resultados de los distintos grupos experimentales tras 90 minutos de incubacién:
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Figura 5.4: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de apoptosis
espermatica de los distintos grupos experimentales tras 90 minutos de incubacion, el pico de apoptosis
es a partir de 103 :imagen A (tratamiento con glifosato), imagen B (tratamiento con nicotina), imagen

C (tratamiento con glifosato y nicotina) e imagen D (tratamiento con glifosato y melatonina).
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Grafica 5.5: Porcentaje de espermatozoides apoptoticos, de los diferentes grupos experimentales

medidas tras 90 minutos de incubacion.

Tabla 5.2: resultados del valor de P del test t-Student, de los distintos grupos experimentales, en donde
hemos comparado la apoptosis espermatica. (los espacios azules corresponden a que no es necesario

su analisis).

Control 6,399E-05 | 1,987E-05 0,09806 | A522E-11 | 7,157E-05

Glifosato 0,6397 0,000397

Con los resultados obtenidos tras el analisis estadistico, al comparar el grupo control
con el grupo tratado con glifosato y el grupo tratado con nicotina, obtenemos un valor
de P, mucho menor de 0,05 siendo ambos resultados significativos, decimos entonces
gue ambas sustancias son dafiinas para el esperma, aumentando de manera
significativa la cantidad de especies apoptéticas en gran cantidad.

Por otro lado, la accién conjunta de ambos compuestos dafiinos, no aumenta el efecto
de manera significativa, ya que, al comparar el glifosato con el grupo tratado con
glifosato y nicotina, el valor de P es 0,6397>0,05, siendo estos datos no significativos.
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Finalmente, la melatonina ejerce un efecto protector significativo frente a los dafios del
glifosato, puesto que al comparar el grupo tratado con glifosato y el grupo tratado con
glifosato y melatonina se obtiene un P valor de 0,000397< 0,05, siendo los datos
experimentales significativos.

A su vez no hay un efecto toxico de la melatonina, ya que la presencia de
espermatozoides apoptoticos es casi nula en el grupo tratado con melatonina, al igual
gue en el grupo control, esto se reafirma, ya que al comparar el grupo control con el
grupo tratado con melatonina, el P valor 0,09806 >0,05 siendo los datos no
significativos, descartamos entonces la hipétesis de que la melatonina es una

sustancia toxica para el esperma.

5.3. Resultados especies reactivas de oxigeno (ROS)

-Resultados de los diferentes grupos experimentales tras 30 minutos de incubacion:
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Figura 5.5: Imagenes que corresponden a las gréficas de dispersién con los resultados de especies
reactivas de oxigeno (ROS) de los distintos grupos experimentales tras 30 minutos de incubacion:
imagen A (grupo control), imagen B (tratamiento con glifosato), imagen C (tratamiento con nicotina),
imagen D (tratamiento melatonina), imagen E (tratamiento con glifosato y nicotina) e imagen F

(tratamiento con glifosato y melatonina).
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Grafica 5.6: Porcentaje de espermatozoides con presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)

de los diferentes grupos experimentales medidas tras 30 minutos de incubacion.

-Resultados de los diferentes grupos experimentales tras 60 minutos de incubacion:
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Figura 5.6: Imagenes que corresponden a las gréficas de dispersiéon con los resultados de especies
reactivas de oxigeno (ROS) de los distintos grupos experimentales tras 60 minutos de incubacién:
imagen A (tratamiento con glifosato), imagen B (tratamiento con nicotina), imagen C (tratamiento con
glifosato y nicotina) e imagen D (tratamiento con glifosato y melatonina).
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Gréfica 5.7: Porcentaje de espermatozoides con presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)

de los diferentes grupos experimentales y medidas tras 60 minutos de incubacion.

-Resultados de los diferentes grupos experimentales después de 90 minutos de

incubacion:
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Figura 5.7: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de especies

reactivas de oxigeno (ROS) de los distintos grupos experimentales tras 90 minutos de incubacion:

imagen A (tratamiento con glifosato), imagen B (tratamiento con nicotina), imagen C (tratamiento con
glifosato y nicotina) e imagen D (tratamiento con glifosato y melatonina).
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Grafica 5.8: Porcentaje de espermatozoides con presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)

de los diferentes grupos experimentales medidas tras 90 minutos de incubacion.

Tabla 5.3: resultados del valor de P del test t-Student, de los distintos grupos experimentales, en donde
hemos comparados espermatozoides con especies reactivas de oxigeno. (el espacio en blanco
corresponde a que no se ha podido analizar, debido a la falta de datos y los azules, es que no es

necesario su analisis).

Control 0,01725 | 0,01549 0,00467 0,03204

Glifosato 0,40155 0,45332

Viendo los analisis estadisticos se puede confirmar que tanto los datos obtenidos en
los grupos 2 (tratamiento con glifosato) y 3 (tratamiento con nicotina), son
significativos, puesto que el P-valor obtenido es menor de 0,05. Por lo tanto, ambos
reactivos son dafinos para el esperma, generando un aumento de especies reactivas
de oxigeno.

Por otro lado, cuando comparamos el grupo 5 (tratamiento con glifosato y melatonina),
con el grupo 2 (tratamiento con glifosato) obtenemos un p-valor de 0,40155>0,05
siendo estos datos no significativos, significando esto que no se percibe un efecto

protector de la melatonina frente el glifosato y su generacién de especies reactivas de
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oxigeno. Este efecto protector, se observa en el minuto 90, al mirar la grafica una
reduccion del 13,4% de espermatozoides con especies reactivas de oxigeno, es un
efecto no significativo ya que es leve, pero se observa en las graficas. Decimos que
hay diferencias, pero sin significacion.

Luego, en el grupo 4 (tratamiento con glifosato y nicotina), al compararlo con el grupo
tratado con glifosato, obtenemos un P-valor mayor de 0,05, estos datos los definimos
como no significativos, por tanto, no hay un aumento del dafio y con él, un aumento
de especies reactivas de oxigeno al mezclar ambos reactivos.

Por ultimo, en el grupo 3 (tratamiento con melatonina), estadisticamente no podemos
decir si la melatonina tiene algun efecto frente a la generacion de especies reactivas
de oxigeno o no, ya que solo tenemos los datos de los 30 minutos de incubacion y
nos faltan los de a 60 y 90 minutos, pero en esos 30 primeros minutos, si observamos
que no se producen especies reactivas de oxigeno (ROS).

5.4. Resultados de dafio de membrana con merocianina

-Resultados de los distintos grupos experimentales tras 30 minutos de incubacion:
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Figura 5.8: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de dafio de
membrana espermatica de los distintos grupos experimentales tras 30 minutos de incubacién: imagen
A (grupo control), imagen B (tratamiento con glifosato), imagen C (tratamiento con nicotina), imagen D
(tratamiento melatonina), imagen E (tratamiento con glifosato y nicotina) e imagen F (tratamiento con

glifosato y melatonina).
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Grafica 5.9: porcentajes de espermatozoides que presentan dafio en su membrana de los diferentes

grupos experimentales y medidos tras 30 minutos de incubacion.

-Resultados de los distintos grupos experimentales tras 60 minutos de incubacién:
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Figura 5.9: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de dafio de

membrana espermatica de los distintos grupos experimentales tras 60 minutos de incubacion: imagen

A (tratamiento con glifosato), imagen B (tratamiento con glifosato y nicotina) e imagen C (tratamiento

con glifosato y melatonina).
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Gréfica 5.10: porcentajes de espermatozoides que presentan dafio en su membrana de los diferentes
grupos experimentales y medidos tras 60 minutos de incubacion. En los grupos donde no aparece
ningun porcentaje es porque se desconoce ese dato.

-Resultados de los diferentes grupos experimentales tras 90 minutos de incubacion:
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Figura 5.10: Imagenes que corresponden a las graficas de dispersion con los resultados de dafio de
membrana espermatica de los distintos grupos experimentales tras 90 minutos de incubacion: imagen
A (tratamiento con glifosato), imagen B (tratamiento con glifosato y nicotina) e imagen C (tratamiento

con glifosato y melatonina).
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Grafica 5.11: porcentajes de espermatozoides que presentan dafio en su membrana de los diferentes
grupos experimentales y medidos tras 90 minutos de incubacion. En los grupos donde no se visualiza

ningln porcentaje, es debido a que no se visualizaron datos.

Tabla 5.4: resultados del valor de P del test t-Student, de los distintos grupos experimentales, en donde
hemos comparados espermatozoides con dafios de membrana. (los espacios en blanco corresponden

a que no se han podido analizar, debido a la falta de datos y los azules, es que no es necesario su

andlisis).

Control 0,00056 1,09602E- | 4,76459E-05
06
Glifosato 0,17838 0,62418

Viendo los resultados estadisticos obtenidos, en primer lugar, el grupo tratado con
glifosato (grupo 1), comparandolo con el grupo control obtenemos un p-valor de
0,00056<0,05. Por esta razon, los datos son significativos e indican que el glifosato es
responsable de ejercer un dafio de membrana.

Por otro lado, en el grupo tratado con glifosato y melatonina (grupo 5), obtenemos un
p-valor de 0,62418, dato mucho mayor que 0,05. Siendo estos datos no significativos,
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decimos que no se ve un efecto protector de la melatonina frente al glifosato, al menos
frente a dafilos de membrana espermatica. En las graficas si se ven leves diferencias
de efecto protector, pero sin significacion.

También, en el grupo tratado con glifosato y nicotina (grupo 4), el p-valor obtenido es
mayor de 0,05. Estos datos tampoco seran significativos, indicando que la suma de
ambos reactivos no hace que el efecto de dafio de membrana sea mayor.

Por ultimo, en los grupos tratados con nicotina (grupo 2) y tratados con melatonina
(grupo 3), no se pueden analizar, ya que solo tenemos resultados a los 30 minutos de
incubacion, por la falta de muestra espermatica en las dos siguientes mediciones al

analizarse en el citometro de flujo.

5.5. Resultados de fragmentacién de ADN
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Figura 5.11: Resultados de fragmentacion de ADN, imagen A (grupo control), imagen B (tratamiento

con herbicida 30’), imagen C (tratamiento con melatonina) e imagen D (tratamiento con herbicida 90’).

En las imagenes B y D, podemos ver la aparicién de halos (ejemplos sefialados con
flechas amarillas), esto se debe a que el ADN se encuentra dafado, por lo tanto,
observamos que el glifosato provoca dafios por fragmentacion de ADN en el esperma,
los cuales aumentan en nimero a medida que aumenta el tiempo de incubacién,
viendo mas cantidad de halos en la imagen D. En cambio, en la imagen C, que
corresponde al tratamiento con melatonina, no vemos estos halos, pudiendo confirmar

gue la melatonina no es una sustancia nociva para el esperma.

6.DISCUSION

En este estudio nos centramos en la experimentacion de forma directa sobre esperma
in vitro de porcino, para dar a conocer si el glifosato ocasiona efectos adversos, como
ya se han visto en otros estudios. A su vez, observar si la melatonina, antioxidante el
cual se ha demostrado que ejerce un efecto protector en otros aspectos, pero no se
sabe nada frente al glifosato. También queremos ver el efecto de la nicotina, quimico
muy normalizado entre la sociedad, que cada vez preocupa mas, por la cantidad de
efectos nocivos para nuestro cuerpo.

Durante el transcurso del experimento se utilizaron técnicas de microscopia 6ptica,
para el andlisis de la vitalidad y microscopia de fluorescencia, para observar dafios en
el ADN. También, mediante citometria de flujo, gracias al uso de sustancias como la
merocianina, para analizar dafio de membrana, dicloro, para analizar especies
reactivas de oxigeno y el ioduro de propidio para estudiar la apoptosis espermatica.
En cuanto a la vitalidad espermatica, el glifosato y la nicotina afectan en gran medida
y este aumenta a medida que transcurre el tiempo de incubacion, el efecto protector
de la melatonina en este caso si se aprecia y no se observa un efecto nocivo.

No hay estudios que se centren en la vitalidad espermatica con tratamientos de
glifosato, pero si afecta a la cantidad de espermatozoides en el conteo, esto es por
gue mueren, o a la formacién de estos, que de manera indirecta genera una mayor
cantidad de especies apoptéticas, generando la muerte. (Pham et al., 2019), en la
nicotina se vieron en estudios previos, resultados similares al glifosato (Oyeyipo et al.,

2011). La melatonina ha incrementado la calidad espermética en ganado (Cebrian-
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Pérez et al., 2014) asi como vemos en nuestro estudio, que incluso frente a una
sustancia dafina, ejerce ese efecto de proteccion.

No hay estudios previos que se centren en el estudio de la apoptosis espermética con
tratamientos de glifosato y nicotina, pero si en aspectos secundarios que son
indicativos de apoptosis o de induccion de esta, como son las especies reactivas de
oxigeno, dafios en el acrosoma, alteraciones morfoldgicas, eficiencia respiratoria
mitocondrial y alteraciones en el ADN.

Por todos estos aspectos secundarios podemos deducir que el glifosato y la nicotina
son responsables de un incremento de generacién de especies apoptoticas en la
fraccion espermatica, en nuestro estudio lo afirmamos, viendo este efecto significativo
y ademas en gran cantidad.

Los efectos del glifosato en la apoptosis del esperma son revertidos de manera
significativa por la melatonina, observandose un gran efecto protector en la apoptosis
espermatica, esto esta muy relacionado con la vitalidad, la cual también se ha visto
protegida por la melatonina. En un estudio previo, los indicadores de apoptosis se
vieron reducidos con un tratamiento basado en este antioxidante y con esta reduccion,
también bajaron los niveles de esperma apoptético (Li et al., 2019). Tampoco se
visualiza efecto toxico de este compuesto.

La gran sensibilidad que presentan los espermatozoides hacia estrés oxidativo, hace
que se busquen nuevos tratamientos preventivos frente a esto y también, una
busqueda de sustancias que son las culpables de un mayor dafo oxidativo y por lo
tanto dafinas para el esperma. Es importante ver si nuestros reactivos generan
especies reactivas de oxigeno, ya que esto a su vez afecta a la apoptosis espermatica
y a dafios en el ADN (Zhao et al., 2021). En el caso de la nicotina, si habia estudios
previos que la culpabilizaban de la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Saleh et al., 2002).

En nuestros resultados obtenidos, podemos decir también que la nicotina incrementa
la presencia de especies reactivas de oxigeno en el esperma, coincidiendo con los
estudios previos. Ademas, afladimos otro responsable de esto y es el glifosato, el cual
afecta en mayor medida que la nicotina y a medida que aumenta el tiempo de
incubacion, el dafio aumenta.

Por otro lado, el efecto protector de la melatonina frente a dafios oxidativos, se ha
demostrado ese efecto cuando el dafio es por criopreservacion (Karimfar et al., 2015)

o por calor (Zhao et al., 2021), ante el glifosato no se observa este efecto protector
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significativo, se observan leves mejoras en los valores, pero no son significativos y
esto puede ser por que en ambos estudios previos, la melatonina se afiade un tiempo
antes de cada uno de los tratamientos. En este, los grupos con melatonina, esta se
aflade en primer lugar, pero no esperamos un tiempo de incubacion previo y luego
afladimos lo demas. También se puede deber a los efectos tan nocivos que tiene el
glifosato y se necesite de otro tipo de antioxidante para revertir dichos efectos.

El dafio de membrana es inducido por la peroxidacion lipidica y el aumento de
especies reactivas de oxigeno, siendo por tanto las sustancias que afectan a estas
dos, desencadenantes de dafios de membrana. En nuestro estudio, posicionamos al
glifosato como culpable de esto, ademas estos datos se respaldan con los anteriores,
al ver que genera especies reactivas de oxigeno y estan relacionados. La nicotina no
podemos concretar que genere dafnos, por la falta de datos, pero si genera especies
reactivas de oxigeno y de esta manera podria afectar, al estar relacionadas.

Por otro lado, la melatonina, no se ve un efecto protector significativo, aunque mejoran
los valores levemente, pero esto se puede deber también a lo mismo explicado en el
caso de las especies reactivas de oxigeno, ya que estan relacionadas.

En cuanto a la fragmentacién de ADN, no hay una gran cantidad de estudios que
respalden el efecto negativo del glifosato al respecto, al contrario, en un estudio el cual
utiliza la misma concentracion de glifosato que en nuestra investigacion, no se ven
efectos significativos a una hora de incubacién (Anifandis et al., 2018). Coincide esto
también en semen porcino (Nerozzi et al., 2020).

Pero en la visualizacion a microscopia de fluorescencia, si vemos efectos negativos,
mucho mas notables a los 90 minutos de incubacién. Esto se puede deber a que en
los estudios previos realizan un conteo, con su posterior andlisis de porcentaje SCFy
nosotros nos centramos en ver las diferencias. No hay estudios al respecto de efectos
de la melatonina, tanto si ejercen un efecto negativo, como positivo, en nuestro caso
no se puede verificar efectos protectores, por no haber obtenido datos al respecto,
pero si podemos verificar que no se ven efectos negativos en el tratamiento con

melatonina.
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7.CONCLUSION

Las conclusiones que se han obtenido en este trabajo son las siguientes:

1. El glifosato afecta negativamente a la vitalidad, aumenta el nimero de especies
reactivas de oxigeno, la apoptosis espermética, los dafios de membrana y
fragmentacion del ADN espermatico.

2. Se ha probado que la nicotina afecta a la vitalidad espermatica, aumentando la
mortalidad, también genera un aumento en las especies reactivas de oxigeno y
aumenta la apoptosis espermatica.

3. La mezcla de ambos reactivos, glifosato y nicotina, tiene una accion sinérgica en la
vitalidad. Esto no es asi en los dafios de membrana, apoptosis y en la generacién de
especies reactivas de oxigeno.

4. El efecto antioxidante y protector de la melatonina ante el dafio por glifosato se ha
demostrado en la vitalidad espermatica y en la apoptosis espermatica, en los demas
aspectos, como el dafio de membrana y generacion de especies reactivas de oxigeno,
no se ha visto un efecto protector significativo.

5. Por dltimo, se ha demostrado que la melatonina no ejerce un efecto téxico para la

vitalidad, apoptosis y la fragmentacion de ADN espermatico.
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