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Resumen

Flores, C.; Marquez, Y.; Vilanova, L.; Mendoza, C.: Dienos conjugados y malondialde-
hido como indicadores de lipoperoxidacion en semen de toros “Carora”. Rev. vet. 22: 2,
91-94, 2011. Las elevadas temperaturas ambientales incrementan la produccion de radicales
libres y causan desbalances en los mecanismos antioxidantes. De esta manera se altera el
metabolismo celular, lo que repercute en la funcion reproductiva del macho, con eventuales
alteraciones de la capacidad fecundante de los espermatozoides. El objetivo de esta investi-
gacion fue determinar el grado de lipoperoxidacion en semen de toros “Carora” en praderas
de la region centroccidental de Venezuela, durante dos afios consecutivos en los cuales se
registraron temperatura ambiental, humedad y precipitaciones. Se utilizaron 9 toros de 3 a
4 afos de edad. El semen se obtuvo con vagina artificial y se preservo a -20°C. Mediante
métodos convencionales se obtuvieron los niveles de dienos conjugados (DC) y malondial-
dehido (MDA), que fueron analizados estadisticamente mediante el test “t” (p<0,05). Los
niveles de DC fueron de 0,00109 £ 0,00012 nmol/mg de proteinas en el primer afio (lluvioso)
y 0,00210 + 0,00030 nmol/mg de proteinas en el segundo afio (sequia), siendo la diferencia
estadisticamente significativa. En cambio, los niveles seminales de MDA (9,32 + 2,365 y
7,17 + 0,510 nmol/mg de proteinas en primer y segundo afio respectivamente), no registraron
diferencias significativas. El aumento de los niveles de DC (peroxidacion en fase inicial) se
atribuye a la menor calidad de los pastos por falta de desarrollo debido a insuficientes lluvias
del segundo afio.
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Abstract

Flores, C., Marquez, Y.; Vilanova, L., Mendoza, C.: Conjugated dienes and malondial-
dehyde as indicators of lipid peroxidation in semen of “Carora” bulls. Rev. vet. 22: 2, 91-94,
2011. High environmental temperatures increase the free radical production and cause abnor-
malities in the anti-oxidant mechanisms. As a consequence the cellular metabolism is altered
and the male reproductive function is affected, with eventual alterations of the fertilizing ca-
pacity of spermatozoa. The objective of this research was to determine the lipoperoxidation
level in semen of “Carora” bulls grazing in prairies of Venezuela’s central-west region, dur-
ing two consecutive years for which environmental temperature, humidity and precipitations
were registered. Nine bulls from 3 to 4 years old were used. Semen was obtained by artificial
vagina and was preserved at -20°C. Using conventional methods, the levels of conjugated di-
enes (CD) and malondialdehyde (MDA) were obtained and statistically analyzed by means of
the “t” test (p <0.05). The CD levels were 0.00109 £ 0.00012 nmol/mg of proteins in the first
year (rainy) and 0.00210 + 0.00030 nmol/mg of proteins in the second year (drought). Differ-
ence resulted statistically significant. On the other hand, MDA seminal levels (9.32 + 2.365
and 7.17 £ 0.510 nmol/mg of proteins in first and second year, respectively), did not register
significant differences. The increase of CD levels (peroxidation in initial phase) is attributed
to the poor quality of grasses due to insufficient rains during the second year.
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INTRODUCCION

La mayoria de los organismos vivos necesita oxige-
no para obtener la energia necesaria para sus requeri-
mientos diarios. Durante su utilizacion se generan es-
pecies reactivas intermedias o radicales libres (RL), los
cuales deben ser atenuados por diferentes sistemas de
defensa antioxidante, que involucran enzimas y molé-
culas, estas ultimas aportadas por la dieta . Cuando la
liberacion de radicales libres excede a los mecanismos
antioxidantes se presenta una situacion celular cono-
cida como estrés oxidativo, el cual induce dafio mole-
cular a nivel de los lipidos de la membrana plasmatica
(lipoperoxidacion) y en consecuencia, alteracion de la
permeabilidad de las membranas, evento que puede ser
detectado por la determinacion de dienos conjugados
(DC) y malondialdehido (MDA) .

Bajo condiciones tropicales, un metabolismo inten-
so ocasiona aumento del consumo de oxigeno, lo cual
genera incrementos de la produccion de radicales libres,
que pueden superar los mecanismos antioxidantes. Esta
situacion se agrava ante el consumo de dietas deficien-
tes en sustancias antioxidantes *. Las vacas lecheras,
debido a su alto metabolismo y a los cambios climati-
cos, son susceptibles al estrés caldrico durante el cual
su temperatura corporal se eleva hasta 41°C, situacion
que conduce a alteraciones de la funcion celular °. A
nivel reproductivo se ha determinado que las altas tem-
peraturas ambientales pueden ocasionar alteracion de
los ovocitos e infertilidad en vacas 3.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen la
capacidad de alterar reversible o irreversiblemente la
funcién celular ¢ y en el semen el estrés oxidativo se rela-
ciona con dafio de los espermatozoides y disminucion de
la calidad seminal '°. La administracion de antioxidantes
poseeria efecto protector al evitar el dafio que producen
estos agentes . En el semen, las ROS son producidas por
los espermatozoides * y juegan un papel fundamental
durante la capacitacion espermatica y la reaccion acro-
somica, fenémenos controlados por mecanismos an-
tioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Sin embargo,
desbalances entre la produccion de ROS y antioxidantes
podrian ocasionar cuadros severos de infertilidad 8.

Por otro lado, la alta concentracion de acidos gra-
sos poliinsaturados de las membranas plasmaticas de
los espermatozoides los torna muy susceptibles a sufrir
lipoperoxidacion . En tal sentido, se afirma que altos
niveles de RL aumentan la permeabilidad de la mem-
brana plasmatica del espermatozoide ocasionando ano-
malias en su morfologia y problemas de fertilidad . En
el semen de pacientes con infecciones de las glandulas
sexuales, los RL provienen tanto de los espermatozoi-
des defectuosos como de los leucocitos seminales *. La
produccion elevada de ROS se asocia a pérdida de la
funcion espermatica a través de mecanismos que inclu-
yen lipoperoxidacion, alterando la permeabilidad de la
membrana plasmatica, la motilidad espermatica y en
definitiva afectando directamente la capacidad fecun-
dante del semen > 2.

Laregion centroccidental de Venezuela es una zona
semiarida, con bajas precipitaciones y altas temperatu-
ras. Tal situacion ambiental puede afectar el metabolis-
mo del oxigeno y afectar las concentraciones de ROS
en el semen del ganado bovino, que en caso de superar
a los mecanismos antioxidantes puede ocasionar estrés
oxidativo y posible disminucion de la calidad seminal.
Con el objetivo de corroborar tal situacion en toros de
raza “Carora” (ganado adaptado a dicha region) se de-
cidi6 tomar muestras de semen durante dos afios conse-
cutivos cuyos niveles de precipitacion fueran diferentes
y determinar en cada uno las concentraciones de indi-
cadores de lipoperoxidacion lipidica (DC y MDA).

MATERIAL Y METODOS

Animales, muestras. Se trabajo con semen de to-
ros “Carora”, raza proveniente de la cruza de bovinos
Pardo Suizo con ganado criollo de la region centroc-
cidental de Venezuela. Se dispuso de 9 toros de 3 a 4
afos de edad, con fertilidad probada, provenientes del
Centro de Inseminacion Artificial de Carora (Venezue-
la). Los ejemplares bajo ensayo se mantuvieron estabu-
lados, con alimentacion a base de concentrado (4 kg/
dia/animal), silo de cascara de naranja, forraje verde
y agua ad libitum. La recoleccion de semen se realizo
mensualmente durante dos afios consecutivos median-
te la utilizacion de vagina artificial, preservandose la
muestra a -20°C hasta su procesamiento.

Determinacion de indicadores de estrés oxidati-
vo. Los dienos conjugados, que son los productos ini-
ciales del proceso de lipoperoxidacion, fueron extraidos
con isopropanol y valorados por la técnica de Wallin .
El malondialdehido, producto final del proceso de lipo-
peroxidacion, se determind mediante el test para sustan-
cias reaccionantes con el acido 2-tiobarbiturico acorde
al método de Ohkawa '°. Las proteinas totales se eva-
luaron utilizando el kit BioRad (Richmond, USA).

Registros climatologicos. Los datos climatologi-
cos (temperatura, humedad ambiental, precipitaciones)
se extrajeron de registros climatologicos oficiales (Cen-
tral La Pastora). La contabilizacion de los dos afios de
estudio comenzo a partir de la fecha de la primera toma
de muestras. Asi, el afio 1 se inici6 en julio de 2005 y
culmind en junio de 2006; el afio 2 desde julio de 2006
hasta junio de 2007.

Analisis estadistico. Para el analisis de los resul-
tados se realizd estadistica descriptiva obteniéndose
media aritmética y desviacion estandar, para posterior-
mente realizar de una prueba “t” con un nivel de signi-
ficancia del 95%.

RESULTADOS

Durante el primer afio de estudio (julio 2005-junio
2006) las precipitaciones totalizaron 1.454 mm, mien-
tras que en el segundo afo (julio 2006-junio 2007) su-
maron 972 mm (diferencia: 482 mm). En cada afio se
evidenciaron dos épocas bien marcadas, siendo los me-
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Tabla 1. Niveles de DC y MDA segun el afio.

afio DC nmol/mg prot. MDA nmol/mg prot.
1 *0,00109 + 0,00012 9,32 £ 2,365
2 *0,00210 + 0,00030 7,17 +£0,510

DC: dienos conjugados, MDA: malondialdehido.
*asteriscos indican diferencia significativa (p<0,05).

ses de marzo, abril, mayo, agosto, septiembre, octubre
y noviembre los de mayor precipitacion. Los meses de
junio, julio, diciembre, enero y febrero correspondie-
ron al periodo de sequia. La temperatura fluctué desde
25,67 a 26,39°C y la humedad relativa ambiente oscild
entre 55,59 y 57,20%.

Como muestra la Tabla 1, los niveles seminales de
DC durante el primer afio de estudio presentaron una
media de 0,00109 + 0,00012 nmol/mg de proteinas y
durante el segundo afio fue de 0,00210 £ 0,00030 nmol/
mg de proteinas, niveles que difirieron estadisticamen-
te de manera significativa (p < 0,05). Se desprende que
los niveles mas altos de DC se registraron en el segun-
do afo, cuando las precipitaciones fueron escasas. Las
concentraciones seminales de MDA fueron de 9,32 +
2,365 nmol/mg de proteinas durante el primer afio y
7,17 £ 0,510 nmol/mg de proteinas durante el segundo,
sin diferencia estadisticamente significativa.

DISCUSION

Los RL se consideran moléculas que en su estruc-
tura atomica presentan un electron desapareado o impar
en su orbital externo, lo que les confiere una configura-
cion espacial altamente inestable, capaz de combinarse
inespecificamente con diversas moléculas integrantes
de la estructura celular: carbohidratos, lipidos, protei-
nas y acidos nucleicos "'

El espermatozoide, como toda célula, aprovecha
sus nutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas) a
través de procesos oxidativos, obteniendo energia para
mantener su viabilidad y funciones. Uno de los proce-
sos mas importantes es el que se lleva a cabo en la mi-
tocondria a través de la cadena respiratoria, principal
fuente de ATP y ROS .

Los espermatozoides bovinos estan pobremente
adaptados al metabolismo de H,0, (ROS) y factores
como la criopreservacion disminuyen significativa-
mente la cantidad de la enzima superoxido dismutasa,
hasta en un 50% ¢ y generan estrés oxidativo a causa
del agotamiento de los mecanismos antioxidantes y al
aumento en la produccion de ROS. Estos tltimos cau-
san dafio en los espermatozoides por lipoperoxiedacion,
la cual se traduce en cambios ultraestructurales, bio-
quimicos y funcionales en las células espermaticas, con
pérdida de viabilidad y disminucion de la fertilidad 8.

En esta investigacion se observaron diferencias
significativas en los valores de DC entre los dos afios
de estudio, cuyos niveles mas altos se registraron en el
segundo afo (lipoperoxidacion inicial), época durante
la cual las precipitaciones fueron mas bajas, con la con-

secuente deficiencia de sustratos alimentarios (antioxi-
dantes) por reduccion de la cantidad y calidad de las
pasturas 7 . Estudios colaterales realizados en nuestro
laboratorio (atin no publicados) revelaron para el segun-
do afio disminuciéon del volumen seminal, motilidad y
vitalidad espermaticas, con incremento del porcentaje
de anomalias en el semen de los animales estudiados.

Se estima que estos hallazgos deberian atribuirse
a los cambios que los ROS producen en la permeabili-
dad de la membrana plasmatica de los espermatozoides,
lo cual ocasiona alteracion del patréon de movimiento
espermatico y cambios morfoldgicos por inhibicion de
la actividad de algunas enzimas, tales como glucosa
6 fosfato deshidrogenasa . En coincidencia, otros in-
vestigadores confirmaron que la peroxidacion de los
lipidos de la membrana de los espermatozoides corre-
laciona con la disminucion de la motilidad espermatica
y con los defectos morfologicos irreversibles de los ga-
metos masculinos ' .

El aumento de ROS habitualmente se asocia a
condiciones climaticas de altas temperaturas *. Si esta
produccion no es controlada de manera efectiva por los
mecanismos antioxidantes se establece el estrés oxida-
tivo 2%, situacion que puede inducir cambios en la fisio-
logia espermatica y afectar la capacidad fecundante del
semen 7. Sin embargo, este estudio se desarrolld bajo
condiciones ambientales de confort para los animales,
con humedad relativa del 55-57% y temperatura am-
biental de 25-26°C, por lo cual no creemos que estos
factores climaticos hayan influido significativamente
en el aumento de la produccion de ROS. Obviamente,
el cambio climatico mas importante del segundo afio
fue la disminucion de las lluvias, del 56,74%. En los
sistemas de cria extensiva es corriente que las sequias
afecten significativamente la produccion ganadera ’.

A manera de colofon debe enfatizarse que existen
escasos estudios que aborden el estrés oxidativo de
las células espermaticas por deficiencia de sustratos
alimentarios. Resulta necesario profundizar los cono-
cimientos sobre la produccion de ROS en tales casos,
caracterizando causas y efectos en semen fresco y crio-
preservado, para establecer medidas que contrarresten
el dafio seminal y optimicen la produccion animal.
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