)
O
O
fd
-
D
£
O
O
X
LL]
)
©
O
-
[
O
D
[®)
[®)
O
S
-
O
qu
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

ANALISIS CUANTITATIVO DEL
EFECTO DE LOS METALES
PESADOS SOBRE LA FUNCION
DEL ESPERMA MEDIANTE
ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD

Alumno: Irene Leonés Bafos

Junio, 2019



UNIVERSIDAD DE JAEN
FACULTAD DE CIENCIA EXPERIMENTALES

GRADO EN BIOLOGIA

Trabajo Fin de Grado

ANALISIS CUANTITATIVO DEL EFECTO
DE LOS METALES PESADOS SOBRE
LA FUNCION DEL ESPERMA MEDIANTE
ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD

Alumna: Irene Leonés Bafios

v

Jaén, junio 2019



INDICE

1. RESUMEN // ABSTRACT ...u ittt 5
2. INTRODUCCION. ... ittt e e, 6
2.0 ANTECEARNTIES ... i 6
2.2 MArCO tEOFICO ...ttt e 8
2.2.1 Acido Docosahexaenoico (DHA)...........ccceeveeveneann, 8

2.2.2 ACIO UrSOlICO. ... evveeiie e, 10

2.2.3 Pesticidas: cipermetrina.............cocoieiiiiiiiiiie, 10

2.3 Evaluacion seminal..........coooiiiiiiiiiie e 11
2.3.1 Pardmetros rutinarios de analisis........................... 11

2.3.2 Principios de las técnicas...........ccocvveiviiiiiiiiinannnn. 13

2.3.2.1 Fragmentacion de ADN......................... 13

2.3.2.2 EspeciesROS........coiiiiii, 14

2.4 ODJetIVOS ... 16

3. MATERIALES Y METODOS......cuniiniiiei e, 16
3.1 Obtencion de material y muestras..........coooveviiiiiiininnn. 16
3.2 Disefio experimental...........c.oooiiiiii 17
3.3 ANAliSiS MICIOSCOPICO .. cuiuiniiiiiiiie i 17
3.4 Estudio de la fragmentacion de ADN..............ooovviiiennnn. 21
3.5 ESPECIieS ROS....oii i, 24
3.6 Analisis estadiStiCO.........cooiiiiiiii i 26

4, RESULTADOS. ...ttt 26
4.1 AnAlisSiS MIiCrOSCOPICO .. .iuiei i 26
4.2 Estudio de la fragmentacion de ADN..........ccoeviiiiiiiiinennnn. 35
4.3 ESPeCIies ROS. ... 37
4.4 Citometriade flujo......cooviiiiii e, 39

5. DISCUSION



6. CONCLUSION

7. BIBLIOGRAFIA. ..o



1. RESUMEN/ABSTRACT

La cipermetrina, un plaguicida piretroide sintético tipo Il, se usa ampliamente
en programas de control de plagas en la agricultura y la salud publica. Este estudio
tuvo como objetivo evaluar el efecto potencial de la cipermetrina en los
espermatozoides porcinos y los posibles efectos de mejora con la adicion de
sustancias antiinflamatoria y antioxidante como el acido ursdlico y de &cido graso
poliinsaturado Q3 como el acido Docosahexaenoico (DHA), que forma parte de las
membranas celulares del organismo. Las muestras de semen porcino
normozoospérmicos sanos se dividieron en seis grupos experimentales. Se analizaron
alicuotas de semen para analizar diferentes parametros: funcionalidad espermatica
(motilidad, vitalidad y morfologia de los espermatozoides), fragmentacion del ADN,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e integridad de la membrana. Los
resultados demostraron una disminucion significativa en el movimiento, la funcién y
un mayor dafio en el ADN del esperma en el grupo de cipermetrina. La adicién de
acido ursolico y DHA condujo a una mejora significativa en el movimiento del esperma,
la funcion del esperma y el dafio en el ADN, siendo mejor para el caso de &cido
ursolico. Se concluye que la cipermetrina in vitro puede alterar de forma temporal,
segun las dosis administradas, la funcion de los espermatozoides e inducir dafio en el
ADN y en la membrana plasmatica del acrosoma de éstos, que mejora después de

usar los tratamientos.

PALABRAS CLAVE: Antioxidantes; antiinflamatorios; DHA; acido ursdlico; pesticida;

cipermetrina; infertilidad masculina; piretroide; espermatozoide

Cypermethrin, a type Il synthetic pyrethroid pesticide, is widely used in pest
control programmes in agriculture and public health. This study aimed to assess the
potential effect of cypermethrin on porcine sperm and the possible ameliorative effects
with the addition of anti-inflammatory and antioxidant substances such as ursolic acid
and Docosahexaenoic acid (DHA), polyunsaturated fatty acid Q3, which is part of the
cell membranes of the organism. The samples of healthy normozoospermic porcine
semen were divided into six experimental groups. Aliquots of semen were analyzed to
analyze different parameters: sperm functionality (motility, vitality and sperm
morphology), DNA fragmentation and reactive oxygen species (ROS). The results
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showed a significant decrease in sperm movement, sperm function and increased
damage to sperm DNA in the cypermethrin group. The addition of ursolic acid and DHA
led to a significant improvement in sperm movement, sperm function and DNA
damage, being better for the case of ursolic acid. It is concluded that in vitro
cypermethrin can temporarily alter, depending on the doses administered, the function
of sperm and induce DNA damage in sperm, which improves after using the

treatments.

KEY WORDS: Antioxidants; anti-inflammatories; DHA; ursolic acid; pesticide;
cypermethrin; male infertility; pyrethroid; spermatozoon

2. INTRODUCCION

Aunqgue el uso de pesticidas es beneficioso en general, su abuso es perjudicial
debido a su potencial toxicidad para los humanos y los animales. El uso de insecticidas
piretroides sintéticos ha aumentado ultimamente debido a la necesidad de reemplazar
los insecticidas organofosforados comunes por las restricciones actuales. Como
consecuencia de su mayor disponibilidad, uso y aplicabilidad de amplio espectro,
existe una exposicion generalizada entre la poblacion general (Nesseim et al., 2011;
Li et al., 2013).

2.1 Antecedentes

2018 ha sido el afio con menor niumero de nacimientos en Espafia desde 1941
segun datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE). En la actualidad, son
numerosos los factores que justifican estos datos y es que no solo, como se
explicardn a continuacion, afectan a la infertilidad o esterilidad causas fisiologicas,
patolégicas, ambientales etc. También, el estilo de vida de la sociedad actual ha
influido notablemente en la decision del momento en el que tener un hijo; momento
que cada vez se ve afectado por una edad mas avanzada.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1992) asi como la Sociedad
Europea de Reproduccion y Embriologia Humana (ESHRE, 1996) en su
recomendacion menciona un plazo minimo de dos afios para desarrollar el embarazo;

si éste no ocurre después de ese tiempo, la pareja es considerada infeértil.



Desde un punto de vista practico, la mayoria de los médicos inician los
estudios de una pareja infértil después de un afio de haber fracasado los intentos de

embarazo. Se deben considerar los siguientes aspectos:

- Debido al impacto de la edad sobre la fertilidad, cuando una mujer tiene
mas de 39 afos, podria ser aconsejable comenzar el estudio aunque solo hayan
transcurrido seis meses de intentos fracasados. A nivel masculino también es un factor
gue corre en nuestra contra, la calidad del semen, en particular, de los espafioles
desciende un 2% cada afio.

- La infertilidad es una condicion que afecta al 15- 20% de las parejas en
edad reproductiva

- Comparado con otras especies, el ser humano es altamente ineficiente

en términos de reproduccion. La tasa de fertilidad por ciclo es de alrededor de 20%
Identificacion de las causas de infertilidad

Alrededor del 40% de todas las parejas que consultan por infertilidad
habitualmente presentan una combinacion de agentes; es decir, un factor femenino
combinado con un trastorno masculino. Por lo tanto, el estudio de la infertilidad
siempre se debe hacer considerando la pareja en conjunto: el hombre, la mujer y las
interrelaciones entre ellos.

Se debe realizar un estudio metédico de todos los factores probables de
fracaso para alcanzar un embarazo. A continuacién, solo nos centraremos en las
causas a nivel de la infertilidad masculina ya que son las que nos incumben en nuestro
estudio. El factor de migracion espermatica, estudio del semen (calidad y cantidad),
infertilidad inmunoldégica, debida a factores genéticos e incluso infertilidad inexplicada
(aproximadamente el 15% de las parejas, pueden no exhibir ninguna alteracion
objetiva que lleve a un diagndéstico definitivo), son algunas de las causas principales.

Otras causas, las cuales tendrian una relacion mas directa con nuestro
presente estudio, son las causas sistémicas e iatrogénicas. Este tipo de causas
engloban:

- Exposicion a altas temperaturas, ha sido postulada como una causa de
insuficiencia testicular.

- Efecto de la radiacion en sus diferentes modalidades sobre la fertilidad,

incluyendo la radiacion ionizante y la electromagnética de alta frecuencia absorbida



por los soldadores eléctricos, por radiélogos o por individuos que trabajan con equipos
de telecomunicaciones.

- Las personas que trabajan con plomo inorgénico, cadmio, mercurio,
manganeso, cromo hexavalente, pesticidas, solventes organicos, gases anestésicos
y mondmeros plasticos o estan expuestos a los mismos también corren el riesgo de

desarrollar alteraciones mas o menos graves de su funcion testicular.

Revisiones bibliograficas previas han puesto de manifiesto que a nivel
nacional, ciudades industrializadas o que altamente explotan el sector de la agricultura
y por consiguiente, mayor uso de pesticidas, poseen mas problemas de infertilidad.
Ciudades como Murcia son ejemplo de ello. (Murcia, L., 2019).

Finalmente indicar que herramientas como la reproduccién asistida podrian
paliar problemas de infertilidades, tanto masculinas, femeninas o de ambos.

La Reproduccion asistida corresponde al conjunto de técnicas y tratamientos
médicos destinados a favorecer el embarazo mediante metodologias que facilitan o

sustituyen a los procesos nhaturales que se dan durante la reproduccion.

2.2 Marco tedrico
2.2.1 Acido Docosahexaenoico (DHA)

El acido Docosahexaenoico es un acido graso poliinsaturado que pertenece a
la serie de los PUFAs Q 3. Se sintetiza por las microalgas marinas y esta presente en

el aceite de pescado.

El DHA actua positivamente a la hora de favorecer la fluidez y la permeabilidad
de las membranas celulares. Estd descrito en la bibliografia al efecto de la
suplementacion en la dieta con PUFAs n-3 sobre la reduccion en la produccion de

radicales libres en humano y su capacidad para limitar la lipoperoxidacion.

El DHA ejerce una accion protectora antioxidante al actuar como eliminador de las
especies reactivas en oxigeno (ROS) reaccionando directamente con ellas.
Ademas, también ejerce esta funcion al inducir la activacion y/o incremento de la

expresion génica de las enzimas con accién protectora antioxidante.



La capacidad fertilizante del hombre esta relacionada con el restablecimiento
de las defensas enziméticas antioxidantes del espermatozoide mediada por la

suplementacion dietética con DHA.

Numerosos estudios previos ponen de manifiesto que el dafio de la membrana
y del ADN que se observa en espermatozoides eyaculados se produce sobre todo en
el ambito post testicular durante el paso de los espermatozoides por el epididimo. Este
dafio es inducido, en su mayor parte, por radicales libres y amplificado por factores
proinflamatorios. Pone de manifiesto por primera vez la eficacia y la seguridad del
acido docosahexaenoico (DHA), un &cido graso poliinsaturado de cadena larga con
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, en el tratamiento de la infertilidad
masculina asociada a dafio de membrana y del ADN espermatico. En el tratamiento
de la infertilidad masculina asociada a dafio de membrana y del ADN espermatico
(Alvarez JG, 2011).

No solo como sustancia reparadora de posibles dafios, también otros estudios
recogen un aumento significativo en el volumen de semen y el numero total de
espermatozoides en otras especies como jabalies complementados diariamente,
dando como resultado un aumento en la produccién de 3 a 4 dosis mas por eyaculado.
(Murphy et al., 2017).

Los hombres infértiles tenian concentraciones mas bajas de acidos grasos Q3
en los espermatozoides que los hombres fértiles. Estos resultados sugieren que se
debe realizar una investigacion para evaluar los beneficios potenciales de la
suplementacién con Q-3 FA como un enfoque terapéutico en hombres infértiles con

oligoastenoteratozoospermia idiopatica (OAT) (Safarinejad MR et al., 2010).

En nuestro estudio, obtenemos DHA por parte de EUKID®, un complemento
alimenticio para niflos a base de aceite vegetal procedente de la microalga
Schizochytrium sp, rico en acido docosahexaenoico (DHA), acido graso Q-3 que se
encuentra de forma natural en todo el organismo, pero de manera mas abundante en
el cerebro (97% de los Q-3), ojos (93%) y corazén. El DHA es muy importante para el
desarrollo y funcionamiento sano del cerebro y los 0jos, y se ha demostrado que ayuda

a mantener el corazon sano desde la infancia hasta la edad adulta. Aunque es un
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complemento alimenticio para nifios y vendido como tal, para ese sector infantil; el
beneficio lo centran en la mejora del desarrollo y funcionamiento de otros 6rganos,
utilizamos esta sustancia en concentraciones estimadas, segun las referencias
bibliograficas utilizadas, que puedan favorecer al beneficio para la infertilidad

masculina.

2.2.2 Acido ursélico

El acido ursodlico es un compuesto triterpénico pentaciclico, es decir, de 30
carbonos que esta conformado por 5 anillos. Este compuesto se encuentra en varias
especies vegetales, y en la mayoria de los casos aparece junto a su isémero, el cual
se denomina acido oleandlico. Se ha encontrado que tiene varios efectos bioldgicos
como sedacion, antiinflamatorio (Kashyap et al., 2016), antibiosis, antidiabético,
antiulceroso, anticancerigeno (Yin R et al., 2018) y antimicrobiano. Nos centraremos

en su efecto antiinflamatorio.

2.2.3 Pesticidas: cipermetrina

La exposicion a pesticidas afecta a muchos 6rganos del cuerpo, incluido el
sistema reproductivo. El trastorno del sistema reproductivo conduce a la infertilidad vy,
por lo tanto, ha estado en el centro de atenciobn en las ultimas décadas. Los
pesticidas son uno de los compuestos que pueden reducir la calidad del semen en los
trabajadores expuestos de acuerdo con el conocimiento actual. Aunque se han
propuesto muchos mecanismos subyacentes, los mecanismos de accién aun no estan
aclarados.

La mayoria de los pesticidas, incluidos los organofosforados, afectan
al hombre, perjudicando al sistema reproductivo por mecanismos tales como
reduccion de la densidad y motilidad del esperma, inhibicion de la espermatogénesis,
reduccion del peso de los testiculos, reduccién del conteo de espermatozoides,
motilidad, viabilidad y densidad, e induccién de dafio en el ADN del esperma, y
aumento de la morfologia anormal del esperma. Peso reducido de los testiculos,
epididimo, vesicula seminal y prostata ventral, degeneracion de los tdbulos
seminiferos, cambio en los niveles plasmaticos de testosterona, hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), nivel disminuido y actividad de las

enzimas antioxidantes en los testiculos y la esteroidogénesis testicular inhibida son
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otros mecanismos posibles. Ademas, el DDT y sus metabolitos tienen efectos

estrogénicos en los hombres (Mehrpour O. et al., 2014).

En particular nos centraremos en la cipermetrina. La cipermetrina es un
insecticida piretroide sintético ampliamente utilizado y considerado como un potencial
disruptor endocrino. Se conoce que tras la recogida de los cultivos, su alta incidencia
hace que notables cantidades contaminen al fruto y por consiguiente, llegan de forma
directa a nosotros tras el consumo. La exposicion a la cipermetrina puede suponer un
gran riesgo para la salud humana, incluido un efecto adverso en sus funciones
reproductivas. Estudios indican que a lo largo del desarrollo se observo una alteracion
significativa en la histologia testicular, la expresion de los receptores de hormonas
esteroides y las hormonas esteroides circulatoria. Se observo una disminucion del

recuento de espermatozoides y la motilidad en ratas adultas (Singh D. et al., 2017).

El recuento de espermatozoides epididimales y testiculares, asi como la
produccion diaria de espermatozoides, disminuyeron significativamente en
los machos expuestos. Los niveles séricos de testosterona, hormona estimulante del
foliculo 'y hormona luteinizante se redujeron  significativamente en

los hombres expuestos (Elbetieha, A et al., 2001).

2.3 Evaluacion seminal

2.3.1 Parametros rutinarios de analisis

La evaluacion de la calidad seminal es una parte importante en el estudio de
la infertilidad y un punto critico en los proceso de reproduccion asistida. Por una parte,
machos con una fertilidad reducida presentan alteraciones detectables mediante un
examen rutinario del semen. No obstante, debemos tener siempre en consideracion
gue aungue es necesaria una buena calidad seminal para alcanzar unos niveles de
fertilidad aceptables, no todos las muestras seminales con buena calidad seminal
mantienen niveles de fertilidad dentro de la normalidad.

El seminograma, espermiograma 0 espermatograma es una prueba
diagnostica cuyo objetivo es evaluar la calidad del semen y sus caracteristicas:

- Examen macroscopico: volumen, pH, color...
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- Examen microscépico: morfologia, movilidad, vitalidad...

El estudio fue realizado en semen porcino. El volumen de espermatozoides

eyaculados segun esta especie es de 20 ml (Tabla 1).

ESPECIE VOLUMEN (ml) No de spz (10°)

FELINO 0.05 0.01
BOVINO 5 6

CANINO 5 18
CAPRINO 1 24
COBAYO 02 0.06
EQUINO 6 10
RATON 0.1 0.06
PORCINO 20 43
CONEJO 05 003
RATA 0.1 0.06

Tabla 1. Volumen y cantidad de espermatozoides eyaculados en diferentes especies

A continuacion se muestras parametros del analisis macroscopico (Tabla 2):

Licuefaccién

4 edicién (1999)

Total a los 60min

5* edicion* (2010)

Total a los 60min

Volumen 2mi 1.5ml

Color Blanco opalescente Blanco opalescente

pH 7.2-7.8 >7.1

Concentracion (ml) 20 millones 15 millones

Méviles progresivos 50% 32%

Vitalidad 75% 58%

Morfologia 15% A%

Leucocitos (ml) < 1millén <1 milléon

Mar test <50% esp. Unidos a <50% esp. Unidos a
particulas particulas

Tabla 2. Valores del limite de referencia inferior (LRI) segun la OMS utilizados en la actualidad en los

centros especializados en fertilidad

El andlisis en el que nos centramos es en el microscopico, estudiando

pardmetros tales como la motilidad, vitalidad y morfologia.

2.3.2 Principios de las técnicas

Tanto la técnica de fragmentacion de ADN como la de especies ROS fueron
realizadas mediante dos métodos diferentes cada una de ellas, las cuales se explican

en cada apartado.
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2.3.2.1 Fragmentacion de ADN

Las pruebas de fragmentacion de ADN espermatico aportan informacion
clinicamente relevante tanto para la concepcidon natural como la artificial (técnicas de
reproduccion asistida), independientemente de los parametros rutinarios a analizar

(analisis macroscoépicos, microscopicos).

Estudios que tienen como objetivo investigar el efecto de la fragmentacion del
ADN espermatico sobre la tasa de fertilizacion, el desarrollo de embriones (tasa de
blastulacién) y los resultados del embarazo para los ciclos de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), han determinado que la fragmentacion
del ADN espermatico tuvo una correlacion negativa con las tasas de blastulacion y
embarazo incluso con ovocitos de buena calidad. Los altos niveles de dafio en el ADN
promovieron la detencién del embridn e indujeron la activacion de la maquinaria
apoptotica (Alvarez et al., 2017). Por esta razén, se ha tomado como técnica a usar
en este estudio ya que nos aporta datos de interés con respecto el dafio del material

genético del esperma y su consiguiente funcionalidad.

La primera metodologia realizada dentro de esta técnica es la que toma como
base la utilizacién de azul de toluidina (TB). El TB es un colorante metacromatico que
muestra tanto la calidad como la cantidad de condensacion de la cromatina nuclear

del esperma / fragmentacion del ADN mediante la unién al fosfato al ADN.

En el segundo método fue utilizado un kit. Los kits Halomax® de Halotech DNA
irrumpen en el mercado como un producto pionero para el andlisis de los niveles de
fragmentacion de ADN en espermatozoides, tanto en animales domésticos como en
animales de experimentacion. Sus- halomax® ha sido disefiado para una evaluacion
rapida de la fragmentacibn de espermatozoides de ADN en muestras de

espermatozoides frescos o congelados / descongelados.

Ambas metodologias poseen la misma evaluacion y fundamento, aun asi se
hicieron para poder comparar y verificar datos con distintas técnicas. Se basa en la
respuesta diferencial de la cromatina de esperma con o sin ADN fragmentado a un

tratamiento de reduccion de proteinas. En ausencia de una rotura masiva del ADN, la
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eliminacién de las proteinas nucleares produce nucleoides tefiidos intensamente con
halos muy pequefios de lazos de ADN que emergen de un ndcleo central y compacto.
Sin embargo, los nucleoides de espermatozoides que contienen ADN fragmentado
muestran un halo grande y ligeramente tefiido de difusion de fragmentos de ADN que

emergen de un nucleo central residual.

2.3.2.2 Especies ROS

La presencia de especies destructivas de oxigeno reactivo (ROS), un
concepto que se asocia al estrés oxidativo, se produce cuando las defensas
antioxidantes naturales no pueden bloquear las ROS activas. El buen resultado es que
se produce dafio celular a diferentes niveles. Las células somaticas y de la linea
germinal pueden ser objetivos de ROS. Cuando afecta a las células de la linea
germinal, un exceso de estrés oxidativo tiene un impacto directo en la fertilidad

masculina (Aitken y De luliis, 2010).

Una serie de ensayos sensibles para la evaluacion de diferentes niveles de
ROS y moléculas responsables de la produccion de estrés oxidativo estan ahora bien
establecidas, pero no son utilizadas frecuentemente por los laboratorios clinicos de
andrologia. Oxisperm®, primer método utilizado, proporciona al clinico un ensayo facil,
confiable y bien establecido para medir un posible exceso de aniones superdxido
presentes en la eyaculacion. La prueba se basa en el ensayo de tetrazolio de la pista
nitro (NBT), en forma de un gel reactivo (RG) en el kit Oxisperm®. El ensayo NBT se
basa en la capacidad del agua en la sal de tetraolio soluble que se convierte por la
accion de los aniones superoxido en un cristal azul insoluble en agua, que se conoce
como formazan (Baehner et al., 1976). En los espermatozoides, los productos de esta
reaccion se unen a las membranas de los espermatozoides y se pueden visualizar
facilmente bajo microscopia. Estos cristales producen y aumentan la intensidad del
color en el RG (desde el amarillo hasta los diferentes niveles de purpura-azul), que
pueden cuantificarse de forma facil y comparativa a simple vista mediante el uso de
una escala de color. Alternativamente, se puede usar un colorimetro para medir la
absorbancia de longitudes de onda que van desde 530 nm a 630 nm. La intensidad
del color esta relacionada con el nivel de estrés oxidativo (exceso de aniones

superoéxido) en la muestra.
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El otro método utilizado para la evaluacion del estado de la membrana
plasmatica es mediante la Merocianina 540 (M540). Es una tincion hidrofébica y
lipofilica muy sensible a los cambios en la conformacion de la membrana, usada para
monitorizar la desorganizacion lipidica de la membrana celular. Posteriormente se

medird mediante citometria de flujo.

2.4 Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivos evaluar el efecto potencial de la
cipermetrina en los espermatozoides porcinos y los posibles efectos de mejora con la
adicion de sustancias antiinflamatoria y antioxidante como el acido ursélico y acido
Docosahexaenoico (DHA), acido graso poliinsaturado Q3, que forma parte de las
membranas celulares del organismo. Analizar la calidad seminal de los diferentes
grupos experimentales mediante los pardmetros microscopicos y técnicas como la

fragmentaciéon del ADN y produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion de material y muestras

Muestra de esperma

La muestra de semen porcino proviene de Semen Cardona S.L., compafia
internacional, especializada en la elaboracién de dosis para inseminacion artificial
porcina de alto rendimiento. Las muestras de semen fresco fueron recogidas en un

recipiente estéril.

3.2 Disefio experimental

Grupo 1: acido ursolico y cipermetrina (aplicacion del pesticida a la muestra
seminal 1 hora antes de adicionar posteriormente el tratamiento)

Grupo 2: DHA y cipermetrina (1 hora antes, de igual modo que en el caso
anterior)

Grupo 3: cipermetrina
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Grupo 4: &cido ursolico
Grupo 5: DHA
Grupo 6: control negativo (Unicamente muestra de semen junto con medio, sin

tratamiento alguno)

Contenido de cada grupo experimental en cada eppendorf:

- 200 pL de esperma

- 700 pL de medio

- 100 pL de DHA o acido ursdlico, segun corresponda a un grupo u otro

- 50 uL pesticida: cipermetrina

Todos los grupos poseen replicas actuando el pesticida y los diferentes

tratamientos durante 24 y 72 horas.
3.3 Analisis microscopico

a) Motilidad

La motilidad espermatica se evalla mediante la observacién en un
microscopio de campo claro o de contraste fases a 100 -200 aumentos de una muestra
de 10 pl de semen depositado sobre camara de Neubauer precalentada en una placa
termostatizada a 39°C.

Se valora el porcentaje de espermatozoides con movimiento (0-100 %) y el
tipo de movimiento rectilineo, progresivo y rapido en una escala de 0 a 5.

En el mismo campo podemos observar también la presencia de aglutinaciones
(Figura 1).

WER ™
b R

o ‘__/6
—_

o ——

Figura 1. Tipos de aglutinaciones
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Y podemos valorar la presencia de bacterias, otras células, debris celular.

Tipos de motilidad:

] Tipo a: movilidad rapida y progresiva, > 25 micrometros/segundo a 37°C, 5
veces la cabeza en 1 segundo.

1 Tipo b: movilidad progresiva lenta o perezosa

] Tipo c: movilidad no progresiva, < 5 micrometros/segundo, 1 vez la cabeza
por segundo

71 Tipo d: inmovil

Se realiza el contaje de 100 espermatozoides por porta. Determinando el

porcentaje (Formula 1). Valores de referencia: una motilidad del 80-95%,

Esperma movil

% Motilidad = x 100

Esperma moévil+esperma no mévil~

Férmula 1. Determinacién de motilidad espermatica en porcentaje

b) Vitalidad espermética

Se realiza mediante tincion de eosina-nigrosina.

Procedimiento tincion.

Volumenes iguales de semen y tincién fueron mezclados.

1. Afadir 50 pl de eosina-nigrosina a 50 ul de semen en un microtubo
eppendorf y mezclar bien.

2. Después de 30 segundos a T2 ambiente, transferir una gota de 12 pl de la
mezcla sobre un portaobjetos y realizar un frotis.

3. Dejar que el portaobjetos se seque al aire.

4. Colocar una gota de medio de montaje y cubrir con un cubreobjetos
22x50mm

5. Examinar el portaobjetos bajo objetivo de 100x con aceite de inmersion
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Resultados (Figura 2):

1) Los Espermatozoides vivos se quedan sin tefiir (membrana intacta) y
espermatozoides muertos tifien de color rosa o rojo (membrana dafada)

2) Evaluar al menos 200 espermatozoides, y se calculara el porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos

3) El limite inferior de referencia para evaluar la vitalidad de la tincion

eosina-nigrosina (membrana intacta espermatozoides) es del 58%

Membrana

. Moribundo Muerto
intacta

Figura 2. Representacion grafica de la interpretacion de los resultados obtenidos con la tincion

eosina-nigrosina.

Resultados:
Se expresa el porcentaje de células con las membranas intactas (células

blancas)

Tincién de Eosina-nigrosina:

1) Disolver 0,67 g eosina y 0,9 g de cloruro de sodio en 100 ml de agua
destilada de agua en un vaso de precipitados de vidrio colocado en una placa caliente
de agitacion.

2) Calentar suavemente y afiadir 10,0 g nigrosina Yy disolverla antes de que
hierva. Una vez se alcance ebullicion, retirar el vaso de la placa caliente, y dejar enfriar
a temperatura ambiente. Colar con filtro de papel, y almacenar a 4 ° C en un frasco de

vidrio

c) Morfologia

Técnica de tincion recomienda: hematoxilina (mezclar en eppendorf 20 pl de
semen +20 pl de colorante), previamente filtrado el colorante. Tomar una gota sobre

portaobjetos y poner cubreobjetos
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1 Analizar cabeza, pieza intermedia y cola
"1 Deben de evaluarse 100 espermatozoides.
1 Observar con objetivo de inmersion.

] So6lo se cuentan los espermatozoides completos
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Figura 3. Diferentes tipos de morfologia anormal de los espermatozoides

Valores de referencia: un porcentaje de morfoanomalias (Figura 3) inferior al
20%.

3.4 Estudio de la fragmentacion de ADN

Para el estudio de la fragmentacion de ADN, como se ha indicado con
anterioridad, se realizaron dos metodologias. Cada metodologia fue aplicada en un
periodo de tiempo diferente. Primer método, azul de toluidina se realizé a las 24 horas

de estar la cipermetrina y los tratamientos actuando (segun el grupo experimental) y
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en el caso del segundo método, kit Halomax® de Halotech DNA, se realiz6 a las 72
horas de contacto de las muestras con la cipermetrina y los tratamientos. De este
modo, se pudo estudiar a lo largo del paso del tiempo como el contacto con esas
sustancias afectaba tanto a la calidad como la cantidad de condensacion de la
cromatina nuclear del esperma / fragmentacion del ADN mediante la union al fosfato
al ADN.

Azul de toluidina: los frotis de esperma secados al aire se fijaron en etanol
fresco al 96% y acetona (1:1) a 4°C durante 30 min y luego se incubaron en HCI 0,1
N a 4°C durante 5 min. Después de eso, las muestras se lavaron 3 veces con agua
destilada durante 2 min y finalmente se tifieron con 0,05% de TB en tampon Mcllvaine

(fosfato citrato) durante 10 min a temperatura ambiente.
Nivel de tincion:

- 0, azul claro (buena cromatina)
- 1, azul oscuro (cromatina anormal leve)

- 2, violetay 3, pdrpura (anomalia grave de la cromatina)

En cada muestra, al menos 50 espermatozoides se contaran bajo microscopia
Optica. Tampon Mcllvaine: 6,44 mg del fosfato bisédico y 13.56 mg de &cido citrico
(pH=3.5) en 1000 ml.

Descripcion, en especifico, de los reactivos del kit y a continuacion, pasos a
seqguir:

- 5 SCS (diapositivas recubiertas especiales de 8 pocillos)

-5 ACS (soporte celular de agarosa)

- 1 LS (solucién de lisis)

- 1 flotador

Incluir muestra de esperma en microgel de agarosa

1. Adaptar la solucion de lisis a la temperatura ambiente (22°C)
2.  Diluir la muestra de esperma para que se encuentre a una concentracion

de 15-20 millones de espermatozoides por mililitro.
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3. Colocar en un tubo eppendorf (ACS), que contenga agarosa (500 pL),
en el flotador e incubar en un bafio de agua a 95-100°C durante 5 minutos o hasta que
la agarosa esté completamente fundida. Alternativamente, se podria utilizar un
microondas.

4. Colocar el tubo eppendorf de agarosa, con el flotador, en un bafio de
agua a 37°C y dejarlo durante 5 minutos hasta que la temperatura se haya equilibrado.

5. Mientras tanto, transferir alicuota de 25 uL de cada muestra de esperma
en un tubo eppendorf vacio.

6. Transferir 50 yL de agarosa licuada al tubo con la muestra de semen y
mezclar suavemente. Mantener los tubos a 37°C.

7. Colocar una gota de 1.5-2 pl de la suspension celular en los pozos del
portaobjetos y cubrir 4 pozos con un cubreobjetos de vidrio de 24x24 mm. Presionar
suavemente, evitar la formacion de burbujas de aire.

8. Los portaobjetos deben mantenerse en posicion horizontal durante todo
el proceso.

9. Colocar el portaobjetos sobre una superficie fria (por ejemplo, una placa
de metal o vidrio previamente enfriada a 4°C) y llevar a la nevera a 4°C, durante 5
minutos para solidificar la agarosa.

Tratamiento de la muestra de esperma

10. Sacar el portaobjetos de la nevera y retirar el cubreobjetos, deslizarlo
suavemente. Todo el proceso debe realizarse a temperatura ambiente (22°C).

11. Colocar el portaobjetos horizontalmente en una placa de Petri o una
bandeja similar.

12. Aplicar LS sobre los pozos asegurandose de que estén completamente
sumergidos. Incubar durante 5 minutos. Escurrir inclinando y colocarlo de nuevo
horizontalmente.

13. Lavar cubriendo el portaobjetos durante 5 minutos con abundante agua
destilada con una pipeta desechable. Escurrir inclinando y colocar el portaobjetos de

nuevo horizontalmente.
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14. Deshidratar cubriendo con etanol al 70%, usar una pipeta desechable e
incubar durante 2 minutos. Escurrir y aplicar etanol al 100% durante 2 minutos.
Escurrir y dejar secar.

15. Después del secado, los portaobjetos pueden mantenerse
almacenados/guardados a temperatura ambiente en un lugar seco y oscuro durante

varios meses.

Tincién vy visualizacién

Pasar a tefiir el portaobjetos justo antes de la visualizacion y el andlisis bajo
microscopia de fluorescencia con fluorocromos de alta sensibilidad. Por ejemplo,
preparar algun fluorocromo de la familia SyberGreen, a una concentracién final de 40x
en agua destilada y luego mezclar 1:1 en un medio de montaje antideslizante como
Vectashield (recomendacion).

Un volumen final mezclado de 2 yL es suficiente para teiir cada pocillo.

3.5 Especies ROS

De igual modo que para la fragmentacién de ADN, el estudio de especies ROS

también se realizd durante dos periodos de tiempo (24 y 72 h respectivamente):

Primera metodologia con Merocianina 540 (24 horas de contacto con

cipermetrina con o sin tratamiento en el esperma):

Para detectar incrementos de la desorganizacién de la membrana plasmaética,
recoger los espermatozoides en diferentes eppendorfs, alli afiadir el fluorocromo,
previamente preparado con PBS, cada eppendorf con 6 ul de M540 1mM y dejar
incubar en oscuridad durante 15 min a 37°C. Posteriormente, analizar las muestras
por el citometro de flujo a una absorbancia de 540 nm para ver el grado de

fluorescencia en funcion de la desorganizacion plasmatica.
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Mediante el kit (segunda metodologia realizada):

1. Colocar el tubo con el gel reactivo (RG), utilizando el flotador en un vidrio
de precipitacion, y calentar durante 1 minuto en un microondas a maxima potencia.
Alternativamente, el RG se puede licuar en un bafio de agua a 90°C durante
aproximadamente 5 minutos.

2.  Reducir la temperatura del RG a 37°C, utilizar un bafo de agua o en un
horno a 37°C.

3. Mezclar el RG con la muestra de semen en uno de los tubos eppendorf
incluidos. Evitar burbujas en la mezcla resultante.

4.  Gelificar la mezcla a 4°C durante 5 min.

5. Incubar durante 45 minutos a 37°C y comparar el color de la muestra con

el esquema de color.

3.6 Analisis estadistico

Los datos fueron tratados mediante la prueba t de Student, mediante el uso
de hojas de calculo de Microsoft Excel 2013. Se obtuvieron resultados significativos a
un intervalo de confianza del 95 % (p < 0°05) para todos los parametros analizados.

4, RESULTADOS
4.1 Analisis microscépico.

- Grupo 1: Ursdlico y pesticida (1 hora antes) (Tabla 3)

n=100 24 h 72 h
Vitalidad Membrana intacta 38 Membrana intacta 22
Moribundo 62 Moribundo 78
Muertos 0 Muertos 0
Morfologia | Spz completos 20 | Spz completos 60
Defecto cabeza 50 Defecto cabeza 0
Defecto cuello 3 Defecto cuello 0
Defecto cola 27 Defecto cola 40
Movilidad | Tipo a (rdpida y progresiva) 0 | Tipo a (rapiday progresiva) 0
Tipo b (progresiva lenta o Tipo b (progresiva lenta o
perezosa) 10 | perezosa) 0
Tipo c (no progresiva) 15 | Tipo c (no progresiva) 0
Tipo d (inmavil) 75 | Tipo d (inmovil) 100

Tabla 3. Resultados andlisis seminal basico grupo experimental 1 (Ursélico y pesticida)
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- Grupo 2: DHA y pesticida (1 hora antes) (Tabla 4)

n =100 24 h 72 h
Vitalidad | Membrana intacta 42| Membrana intacta 25
Moribundo 58| Moribundo 75
Muertos 0| Muertos 0
Morfologia | Spz completos 12 | Spz completos 55
Defecto cabeza 58 | Defecto cabeza 0
Defecto cuello o | Defecto cuello 0
Defecto cola 30 Defecto cola 55
Movilidad | Tipo a (rapida y progresiva) 0 | Tipo a(rdpiday progresiva) 0
Tipo b (progresiva lenta o Tipo b (progresiva lenta o
perezosa) 1 | perezosa) 0
Tipo ¢ (no progresiva) 90 Tipo c (no progresiva) 0
Tipo d (inmovil) 9 | Tipo d (inmovil) 100
Tabla 4. Resultados analisis seminal basico grupo experimental 2 (DHA y pesticida)
- Grupo 3: Pesticida (Tabla 5)
n=100 24 h 72 h
Vitalidad | Membrana intacta 2 | Membrana intacta 3
Moribundo 98 Moribundo 92
Muertos 0 Muertos 5
Morfologia | Spz completos 2 | Spzcompletos 67
Defecto cabeza 57 Defecto cabeza 30
Defecto cuello 1 Defecto cuello 1
Defecto cola 40 Defecto cola 2
Movilidad | Tipo a (rdpida y progresiva) 0 | Tipo a (répiday progresiva) 0
Tipo b (progresiva lenta o Tipo b (progresiva lenta o
perezosa) 0 | perezosa) 0
Tipo c (no progresiva) 20 | Tipo c (no progresiva) 0
Tipo d (inmovil) 80 | Tipo d (inmovil) 100

Tabla 5. Resultados andlisis seminal basico grupo experimental 3 (pesticida)
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Grupo 4: Acido ursélico (Tabla 6)

n =100 24h 72h
Vitalidad | Membrana intacta 68 Membrana intacta 86
Moribundo 28 Moribundo 12
Muertos 4 Muertos 2
Morfologia | Spz completos 88 Spz completos 88
Defecto cabeza 0 Defecto cabeza 0
Defecto cuello 0 Defecto cuello 0
Defecto cola 14 Defecto cola 12
Movilidad | Tipo a (rapida y progresiva) 0 | Tipo a (rapiday progresiva) 0
Tipo b (progresiva lenta o Tipo b (progresiva lenta o
perezosa) 0 | perezosa) 0
Tipo c (no progresiva) 0 | Tipo c(no progresiva) 0
Tipo d (inmovil) 100 | Tipo d (inmévil) 100
Tabla 6. Resultados andlisis seminal basico grupo experimental 4 (Ursdélico)
- Grupo 5: DHA (Tabla 7)
n =100 24 h 72 h
Vitalidad Membrana intacta 72 | Membrana intacta 87
Moribundo 28 Moribundo 13
Muertos 0 Muertos 0
Morfologia | Spz completos 72 | Spz completos 70
Defecto cabeza 0 Defecto cabeza 0
Defecto cuello 2 Defecto cuello 1
Defecto cola 26 Defecto cola 29
Movilidad | Tipo a (rdpida y progresiva) 0 | Tipo a (rapiday progresiva) 0
Tipo b (progresiva lenta o Tipo b (progresiva lenta o
perezosa) 0 | perezosa) 0
Tipo c (no progresiva) 10 | Tipo c (no progresiva) 0
Tipo d (inmovil) 90 | Tipo d (inmovil) 100

Tabla 7. Resultados andlisis seminal basico grupo experimental 5 (DHA)
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- Grupo 6: Control negativo (Tabla 8)

n =100 24 h 72 h
Vitalidad Membrana intacta 98 | Membrana intacta 87
Moribundo 2 Moribundo 13
Muertos 0 Muertos 0
Morfologia | Spz completos 92 | Spzcompletos 100
Defecto cabeza 0 Defecto cabeza 0
Defecto cuello 0 Defecto cuello 0
Defecto cola 8 Defecto cola 0
Movilidad | Tipo a (rdpida y progresiva) 87 | Tipo a(répiday progresiva) 0
Tipo b (progresiva lenta o Tipo b (progresiva lenta o
perezosa) 5 | perezosa) 0
Tipo ¢ (no progresiva) 2 | Tipo c (no progresiva) 0
Tipo d (inmavil) 6 | Tipod (inmovil) 100

Tabla 8. Resultados andlisis seminal basico grupo experimental 6 (Control negativo)

A continuacion se muestran graficas que aunan, segun el parametro de
estudio, a todos los grupos experimentales para asi de este modo visualizarlo en

conjunto:

Vitalidad (Grafica 1)

24 horas de incubacion:

- El tratamiento de DHA junto con pesticida (G2) obtiene mejores resultados
gue el tratamiento de acido ursolico con pesticida (G1), el cual posee menos
cantidad de espermatozoides con membrana intacta

- Del mismo modo ocurre con los grupos G4 y G5 donde se obtiene mejores
resultado en DHA que en ursdélico.

- Se obtiene numerosa cantidad de dafio (espermatozoides moribundos) en
el grupo que posee cipermetrina (G3)

- Observamos valores positivos (membrana intacta) en el grupo control (G6)
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Tras 72 horas de incubacion:

- Los valores de G2 mejores que los de G1, aunque no se diferencian tanto
entre si como antes, el paso del tiempo ha permitido que en cierto modo los
valores se igualen hacia obtener resultados positivos

- En el caso de los tratamientos sin pesticida (ursélico y DHA Unicamente) se
igualan mucho con respecto al control, obtienen valores de mejora de la

calidad seminal al poseer la membrana intacta.

Finalmente indicar las diferencias evidentes entre la incubacion de 24 y 72
horas:

- En los grupos 1 y 2, aumenta con el paso del tiempo la cantidad de
espermatozoides moribundos y por consiguiente, disminuye la cantidad de
espermatozoides con membrana intacta

- Grupo 3, levemente mejora conforme pasa el tiempo

- Grupos 4 y 5 mejoran también con el paso del tiempo de forma algo mas
evidente

- Grupo 6 (control negativo), se deteriora conforme pasa el tiempo
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Grafica 1. Vitalidad a las 24 y 72 horas de todos los grupos experimentales
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Morfologia (Gréafica 2)
Tras 24 horas:

Grupo con mayor cantidad de espermatozoides completos es el del control
negativo (G6)

G1y G4 (tratamiento ursélico con y sin pesticida respectivamente) mejores
resultados con respecto espermatozoides completos que los grupos con
DHA con y sin pesticida (G2 y G3)

Defectos en cola se producen en los grupos G1, G2 y G3, aquellos que
poseen pesticida, siendo de estos tres grupos el G1 el que menos dafos
sufre

Defecto en cuello, los valores de dafio son muy leves

Defecto en cola, el que posee el afio mas evidente es el grupo con pesticida
(G3)

Tras las 72 horas de incubacion:

Se aprecia una notable mejoria en todos los grupos experimentales
teniendo en todos los grupos mayor cantidad de espermatozoides
completos

Por el contrario, aumentan las cantidades de defectos en cola de los grupos
Gl,G2,G4yG5

MORFOLOGIA
Spz Defecto Defecto  Defecto cola Spz Defecto Defecto  Defecto cola
completos cabeza cuello completos cabeza cuello
24 h 72 h

EGl HG2 mMG3 EG4 EG5 mG6
Grafica 2. Morfologia a las 24 y 72 horas de todos los grupos experimentales

28



Movilidad (Gréfica 3)
24 horas de incubacion
- Unico con movilidad rapida y progresiva el G6
- G1, de todos los grupos, el que mayor cantidad de espermatozoides con
movilidad progresiva lenta o perezosa posee
- G2, de todos los grupos, el que mayor cantidad de espermatozoides con
movilidad no progresiva
- Ensu mayoria, todos los grupos poseen inmovilidad; exceptuando G2 y G3
anteriormente descritos.
Tras 72 horas:

- Sea cual sea el grupo, en todos los casos el 100% son inmoviles

MOVILIDAD
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Gréfica 3. Movilidad a las 24 y 72 horas de todos los grupos experimentales

De igual modo, a continuacion se aporta un glosario de imagenes de todos los
grupos experimentales que muestran los resultados de forma visual de las tinciones
realizadas. Para visualizar vitalidad tincion de eosina-nigrosina (Figura 4) y para
morfologia tincibn hematoxilina (Figura 5).

Anotacion: Todas las fotografias que se muestran del microscopio Optico a
partir de ahora, ya sea en este apartado o en los siguientes, fueron tomadas /
observadas con el objetivo 40x a excepcion de la Figura 10 (b) que fue de 100x.
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Figura 4. Vitalidad espermatica de los grupos experimentales tras 24 horas en contacto con los
tratamientos (objetivo 40x). (a) G1 Sefalados con flechas dos ejemplos de espermatozoides
moribundos, el resto (no tefidos), membrana intacta. (b) G2. Incipiente dafio en zona basal en la
mayoria, pero de forma muy leve. (c) G3. Sefialado con flechas ejemplos de espermatozoides muertos
(tefiidos). (d) G4. (e) G5. (f) G6. Ningun dafio visible en la gran mayoria de estos tres ultimos grupos.
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Figura 5. Morfologia espermatica de los grupos experimentales tras 24 horas en contacto con los
tratamientos (objetivo 40x). (a) G1 Sefialado con flecha un ejemplo de espermatozoide con doble cola.
(b) G2. Sefialados con flechas ejemplos de espermatozoides con defecto en cabeza (cabeza aplanada).
(c) G3. Sefialados con flechas ejemplos de espermatozoides con defecto en cabeza (cabeza aplanada).

(d) G4. (e) G5. (f) G6. Ningun dafio visible en la gran mayoria de los tres grupos Ultimos representados.
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4.2 Estudio de la fragmentacién de ADN

En el caso del método en el que se utilizé como colorante el azul de toluidina

y se analizo habiendo pasado 24 horas de incubacion:

n=50 Buena Cromatina anormal Anomalia grave de la
cromatina leve cromatina
G1 8 40 2
G2 2 44 4
G3 0 49 1
G4 43 7 0
G5 36 14 0
G6 46 4 0

Tabla 9. Resultados contaje segun nivel de tincién: buena cromatina (azul claro), cromatina anormal

leve (azul oscuro) y anomalia grave de la cromatina (violeta/purpura).

Clasificacion de esperma sequn el sequndo método:

Para el analisis de microscopio usar objetivos de 20x, 40x o0 60x. Después del
agotamiento de la proteina, los nucleos de esperma aparecen como nucleésidos con
un nucleo central rodeado por un halo periférico de cromatina / ADN. Se recomienda
el andlisis de un numero minimo de 300 espermatozoides por muestra. Los criterios
de clasificacion son los siguientes:

- Esperma con ADN fragmentado: esperma que muestra nucleoides con un
halo grande e irregular de dispersion de cromatina (Figura 6).

- Esperma sin ADN fragmentado: esperma que muestra nucleoides con un

halo pequefio y compacto de dispersion de cromatina (Figura 6).

Figura 6. Nucleoides de esperma porcino después de ser procesado con Sus-halomax®. Las

flechas muestran esos nucleoides con ADN fragmentado.
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Con este segundo método (Tabla 9 y grafica 4), realizado a las 24 horas de
contacto con los tratamientos, se aprecia que no existe como tal anomalia grave de la
cromatina, unicamente anomalias leves siendo para el G3 el dafio mayoritario. Con
respecto al G1 se nota una leve mejor calidad que con respecto al grupo G2. En el
caso de los grupos experimentales sin cipermetrina, aumenta la buena calidad de la
cromatina siendo en el grupo G6 los mejores valores y en el grupo G4 en comparacion

con el G5.

Fragmentacion del ADN
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Grafica 4. Representacion fragmentacion del ADN

Segundo método, kit Halomax® de Halotech DNA, tras 72 horas de

incubacion:

Fragmentado+degradado

SDF (%) = x 100

Total células cuantificadas

Formula 2. Determinacion en porcentaje de la fragmentacion de AND espermatico
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Figura 7. Visualizacién del estudio de la fragmentacion del ADN (objetivo 40x). (a) G3 (b) G6 (C -) (c)

G5 (d) G4 (e) G2. En ninguna de ellas se visualiza halo.

Las imagenes aportadas con anterioridad (Figura 7) son las referentes al
método realizado con el kit de fragmentacion del ADN tras las 72 horas en contacto
con los tratamientos y/o cipermetrina, segun el grupo experimental indicado. En este
apartado no se aporta tabla de datos ya que para todos los grupos experimentales, no
hubo presencia de halo y por tanto el porcentaje (Férmula 2) de fragmentacion para
todos ellos fue de 0%.
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4.3 Especies ROS

El protocolo del kit Oxisperm® indica una escala de cuatro niveles (L) de
intensidades, preclasificados en: L1: bajo; L2: bajo-medio; L3: medio; L4: alto (Figura
9).

Visualizacion al microscopio, segun el protocolo, de espermatozoides
afectados y no afectados (Figura 8).

Figura 8. Representacion esquematica de la reaccién oxidativa y cédmo se transforma el
esperma después de la transformacién del NBT en formazan. La fotografia de la derecha muestra
espermatozoides afectados por el Oz y otros en los que el efecto es nulo. A medida que aumenta la

cantidad de moléculas depositadas en la superficie del esperma, aumenta la intensidad del color del

' M 12 13 14

R'R'R
S EE

Figura 9. Representacion esquematica del nivel de intensidad del color de acuerdo con la
capacidad de la muestra de esperma para producir la reaccién colorimétrica.

Level
Level
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Resultados de produccién de especies ROS con el kit Oxisperm® (Tabla 10),
realizados a las 72 horas en contacto con los tratamientos. 50 pL gel/ 50 pL muestra

semen de cada grupo experimental.

De un contaje de 100 espermatozoides, capacidad del esperma para producir

la reaccion colorimétrica (en porcentaje):

n =100 Dafiados No dafiados
G1 33 67
G2 14 86
G3 46,8 53,2
G4 12,5 87,5
G5 6 94
G6 (control 34,15 65,85
negativo)

Tabla 10. Porcentaje de espermatozoides dafiados/ no dafiados mediante técnica de especies ROS
(t (6)=2,57; p=0,011)

El grupo con DHA, ya sea con pesticida o no, posee mejores valores de
espermatozoides no dafiados que para el grupo con ursélico (con o sin pesticida). Los
peores valores son para el G3 y los mejores para aquellos que poseen tratamiento
DHA/ ursoélico silo comparamos con el control negativo (G6) en particular y en general

con el resto de grupos. (Gréafica 5)

Especies ROS
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0 . [ | | |
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G6 (Control
negativo)

o

o

o

B Daflados M No dafiados

Grafica 5. Representacion resultados especies ROS de todos los grupos experimentales
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Las especies reactivas de oxigeno (ROS) propician la formacién de
compuestos como Oz, H202y OH-, de los cuales el ultimo es el que posee mayor
reactividad. El acumulo de estos productos propicia la aparicién de lo que se conoce
como estrés oxidativo, que tiene como principales consecuencias la oxidacion de
acidos grasos, aminoacidos o generar dafio en el ADN, provocando anomalias y
muerte espermatica. Las imagenes tomadas de este método (Figura 10) eran todas
muy semejantes, la mayoria de ellas poseian espermatozoides afectados, con
cantidad de moléculas depositadas en la superficie del esperma. Se adjunta un
ejemplo representativo y otra imagen ampliada (objetivo 100x) para visualizarlo con

mas detalle, ya que fue muy comudn en la observacion.

@)

(b)

Figura 10. Visualizacion del estudio de especies ROS. (a) Objetivo 40x (b) Objetivo 100x

A continuacion se muestra en otro apartado diferente, el andlisis/resultados
de dafio de membrana realizada tras 24 h de incubacién mediante la técnica de

citometria de flujo.
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4.4 Citometria de flujo
- Grupo 1: Ursdlico y pesticida (1 hora antes) (Grafica 6y 7)
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Grafica 6 y 7. Representacion resultados citometria de flujo G1
- Grupo 2: DHA y pesticida (1 hora antes) (Gréafica 8 y 9)
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Grafica 8 y 9. Representacion resultados citometria de flujo G2
- Grupo 3: Pesticida (Gréafica 10 y 11)
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Gréfica 10y 11. Representacion resultados citometria de flujo G3
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- Grupo 4: Ursodlico (Gréafica 12 y 13)
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Gréfica 12 y 13. Representacion resultados citometria de flujo G4
- Grupo 5: DHA (Grafica 14 y 15)
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Grafica 14 y 15. Representacion resultados citometria de flujo G5

- Grupo 6: Control negativo (Gréfica 16y 17)
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Gréfica 16 y 17. Representacion resultados citometria de flujo G6
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A continuacion se aunan en la siguiente tabla los porcentajes de cada grupo

experimental (Tabla 11):

n =10000 Membrana danada No dainada
(positivos) (negativos)

G1 51,3 48,6

G2 22 77,6

G3 38,9 53,2

G4 42,9 56,7

G5 8,4 91,4

G6 0 100

Tabla 11. Porcentaje de espermatozoides dafiados/ no dafiados mediante técnica citometria de flujo
(t (6)=2,57; p=0,049)

Los valores son bastantes parecidos a los que obtuvimos con el kit de
Oxisperm® para medir la produccion de especies ROS. El grupo con DHA, ya sea con
pesticida o no, posee mejores valores de espermatozoides no dafados que para el
grupo con ursolico (con o sin pesticida). Los peores valores son para el G3 y los
mejores el control negativo (G6) (Unica diferencia con respecto el apartado anterior
del kit Oxisperm®). (Gréfica 18)
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Grafica 18. Representacion resultados citometria de flujo en todos los grupos experimentales
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5. DISCUSION

En este trabajo se experimenté de forma directa sobre esperma de cerdo in
vitro si la cipermetrina (insecticida tipo 1) causa alteraciones sobre el material
empleado en cantidades de 50 pL. Al mismo tiempo, se traté de comprobar si la
aplicacion de DHA y acido ursdlico como tratamientos, proporciond alguna mejoria
sobre el dafio causado por el quimico empleado. Durante el desarrollo del estudio, se
usaron técnicas microscopicas, basadas en el analisis de la vitalidad, movilidad y
morfologia; citometria de flujo, gracias al empleo de compuestos como son
Meriocianina 540 para analizar el dafio de membrana y kits como Oxisperm® para
comprobar la generacion de ROS; y el de Halomax® de Halotech DNA, que evalla el

dafio generado en el ADN, analizando la fragmentacion de éste.

Durante el desarrollo del trabajo se puede ver la magnitud del efecto de la
cipermetrina y el nivel de proteccion del DHA o ursdlico, el cual fue eficaz en cierta
medida, puesto que como se ha podido comprobar no en todos las pruebas llevadas

a cabo su efecto protector ha sido igual de positivo, lo que se puede ver reflejado en:

- El desarrollo de las pruebas microscépicas hay que establecer una
diferenciacion entre los dos analisis realizados: uno a las 24 horas y otro a
las 72 horas de incubacion.

o Vitalidad: tras 24 horas, tratamiento con DHA mejor resultados que
con &cido ursolico. Se demuestra con los datos obtenidos que la
cipermetrina es capaz de generar una serie de alteraciones, producir
dafios en la membrana, lo que compromete la viabilidad y vida del
esperma. Con el paso del tiempo, tras el transcurso de 72 horas,
efecto negativo del pesticida disminuye y aparecen valores mas
positivos con respecto a las 24 horas, a excepcion del grupo control
gue disminuye valores positivos y los grupos con tratamiento los
cuales tiene un resultado favorable muy parecido.

o Morfologia: tratamiento con &acido ursolico mejor que con DHA.
Grupos con cipermetrina, defectos notables en la cabeza (cabeza
aplanada) y la estructura del flagelo. Mejoria con el paso del tiempo

en todos los grupos.
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o Movilidad: inicialmente indicar que los tratamientos con DHA y &cido
ursodlico, como se ha indicado con anterioridad, produjeron en
algunos casos aglutinaciones. Probablemente la justificacion de
estas aglutinaciones se debe a que las caracteristicas/propiedades
fisicas de los tratamientos son que son poco solubles y se
acumulaban alli los espermatozoides Este factor probablemente
perjudico a la pérdida de los valores en general de la movilidad. Aun
asi, el grupo con acido ursélico preserva mejor la movilidad que el
DHA. Con el paso del tiempo, se ve perjudicada la movilidad de forma
general en todos los grupos.

- Fragmentacion del ADN a las 24 horas, el tratamiento con el acido ursolico
establece mejor calidad de cromatina que con el DHA. A las 72 horas, no
hay dafios aparentes con respecto a la fragmentacion del ADN.

- Especies ROS / dafio en la membrana (citometria de flujo), tanto para los
valores de 24 horas como para los de 72 horas, DHA mejores resultados

frente a la produccion de especie ROS.

Todo lo anterior podria sugerir que dependiendo del pardmetro que mas
afectado posea el individuo en particular, se aplicaria un tratamiento u otro. Sus
efectos protectores sobre el esperma son evidentes. De igual modo indicar, que
se ha establecido segun los resultados, que el efecto dafino ejercido por la
cipermetrina ha sido notablemente reversible para la mayoria de los
pardmetros. Esto nos indica que o la cantidad administrada (50 pl) o el no haber
administrado de forma continua la dosis a lo largo del transcurso del tiempo, no
han establecido dafios permanentes en el ADN del esperma, aunque si para la

membrana plasmatica del acrosoma.

6. CONCLUSION

1. Las muestras control disminuyen sus niveles optimos de evaluacion
espermatica de forman natural y ajena al toxico y a los tratamientos empleados sobre
ellas, o que se debe a su corta viabilidad una vez se empieza a trabajar con el

material.
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2. EIDHAY acido ursolico, empleados como tratamientos, no causan dafios
al esperma, sino que ejercen sobre €l una leve proteccion frente a la degradacion de
dicho material.

3. DHA mejora parametros como la vitalidad y produccion de especies
ROS.

4. Acido ursélico mejora parametros como la morfologia, movilidad,
fragmentacién del ADN.

5. La cipermetrina ocasiona una serie de alteraciones que afectan
negativamente al esperma, entre las que se pueden citar un aumento en el porcentaje
de morfologias andmalas en este, un incremento en la produccion ROS,
fragmentacion del ADN, dafios de membrana, ademas de un descenso en la vitalidad

espermatica, que con el paso del tiempo mejoran estos parametros.
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