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1. INTRODUCCION GENERAL

En conejos bajo monta natural pueden presentarse detrimentos en la calidad
seminal, particularmente en estaciones criticas del afio, disminuyendo la
eficiencia reproductiva, y afectando los ingresos y la rentabilidad de granjas
cunicolas (Cruz-Bacab, Ramirez-Vera, Vazquez-Garcia, & Zapata-Campos,
2018).

Una de las causas asociadas con esta merma es la sobreproduccion de radicales
libres, los cuales son moléculas altamente reactivas con uno o mas electrones
impares que desestabilizan la molécula mas cercana, lo que genera una reaccién
en cascada (Agarwal, Abdelrazik, & Sharma, 2008). Entre los radicales libres
podemos encontrar las especies reactivas de oxigeno, las cuales oxidan la
membrana celular del espermatozoide, dafando el ADN y reduciendo su
capacidad fertilizante (Hashem, El-Hady, & Hassan, 2013; Yousef, Abdallah, &
Kamel, 2003). Para prevenir dicha oxidacion se han investigado los metabolitos
y extractos derivados de plantas (también conocidos como fitogénicos), ya que
se ha reportado que disminuyen los radicales libres, directa o indirectamente,

regulando las enzimas antioxidantes (Zanchi et al., 2015).

Una de las plantas que ha recibido mayor atencién en el campo cientifico, debido
a sus fuertes propiedades antioxidantes derivadas de su contenido de
polifenoles, es el té verde (Camellia sinensis) (Cabrera, Giménez, & Lopez, 2003;
El-Ratel, Abdel-Khal, El-Harairy, Fouda, & El-Bnaw, 2017).

Existe escasa informacidén en conejos sobre los efectos del té verde, aunque en
otras especies, como en las ratas, ha mostrado disminuir el dafio de la membrana
espermatica en animales expuestos a diversas dosis de nicotina (Mosbah,
Yousef, & Mantovani, 2015).

El Capitulo 2 presenta una revision de literatura, donde se describen los procesos

fisiologicos y patologicos asociados con los radicales libres. Se mencionan las



funciones anti oxidativas del té verde en funcidén de su contenido de polifenoles,

asi como los parametros seminales del conejo.

El Capitulo 3 expone el articulo cientifico derivado de la fase experimental, donde
se discuten las caracteristicas seminales y el comportamiento sexual obtenido

bajo la suplementacion de extracto de té verde.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1.Radicales libres y estrés oxidativo

El metabolismo energético indispensable para la vida implica la utilizacion de
oxigeno, el cual se reduce en pequefas dosis a superoxido, una sustancia

conocida como radical libre (Li, Wuliji, Li, Jiang, & Ghanbari, 2013).

Un radical libre es una molécula altamente reactiva con uno o mas electrones
impares que desestabiliza la molécula estable méas cercana, lo que genera una
reaccion en cascada (Agarwal, Abdelrazik, & Sharma, 2008). Entre los radicales
libres podemos encontrar las especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
tienen una funcién fisiolégica en la maduracion, la capacitacion y la
hiperactivacion espermética, entre otros (Kothari, Thompson, Agarwal, & du
Plessis, 2010).

Las membranas espermaticas en los mamiferos son ricas en &cidos grasos
poliinsaturados, siendo altamente vulnerables al dafio producido por la
peroxidaciéon de lipidos, y por tanto a las ROS (Attia et al., 2017). En caso de
existir un desequilibrio entre la produccibn de ROS y las capacidades
antioxidantes de la célula se genera un estrés oxidativo, el cual se ha reportado
como un factor que contribuye al dafio de ADN, apoptosis, peroxidacion lipidica,

y reduccion de la viabilidad y motilidad espermatica (Ye et al., 2020).

La sobreproduccion de ROS en el plasma seminal puede ocasionarse tanto por
factores exdgenos (relacionado estrechamente con exposicidon a las condiciones

ambientales) como enddgenos.

Las principales fuentes enddgenas son: a) leucocitos (neutréfilos y macrofagos),
como parte de su funcién inmune, y b) espermatozoides inmaduros, asociado con
una espermatogénesis alterada que no permite la extrusion adecuada del
citoplasma, generando asi una sobreproduccién de ROS a través de su sistema

mitocondrial (Agarwall et al., 2008).



2.2.Sistemas antioxidantes

Los seres vivos han desarrollado sistemas antioxidantes con la finalidad de

mantener niveles adecuados de ROS, para su estudio se han clasificado en:

Enzimaticos. Existe un trabajo en conjunto entre diversas enzimas, donde
resaltan la superéxido dismutasa (SOD), que se modifica segun su ubicacioén. Es
asi que se le conoce como CuzZnSOD (SOD1) cuando se encuentra en el
citoplasma, el nucleo y los microsomas; MnSOD (SOD2) al estar en la matriz
mitocondrial; y ECSOD (SOD3) al presentarse extracelularmente (Carvajal,
2019). Por otro lado, las catalasas y varias peroxidasas catalizan una compleja
cascada de reacciones para convertir a las ROS en moléculas mas estables,

como agua y Oz (Rahal et al., 2014).

No enzimaticos. En conjunto con dichas enzimas primarias, una gran variedad de

compuestos secundarios se asocia estrechamente con antioxidantes de bajo
peso molecular, tales como las vitaminas E y C, &cido urico, &cido lipoico,

glutation y flavonoides, entre otros (Li et al., 2013).

Los flavonoides comprenden un gran grupo de compuestos polifendlicos
presentes en frutas, verduras y hierbas. Se definen como metabolitos vegetales
secundarios y se han descrito alrededor de 4,000 especies moleculares,

incluyendo flavones, catequinas, quercetina y flavononas (Rahal et al., 2014).

2.3. Flavonoides como antioxidantes y pro oxidantes
La funcién antioxidante de los flavonoides es generada gracias a la donacién de
atomos de hidrogeno a los radicales libres, los cuales logran estabilizarse lo

suficiente para no continuar la reaccion en cascada (Carvajal, 2019).

Los flavonoides pueden penetrar la bicapa lipidica de las membranas, lo cual es
posible que brinde proteccion al espermatozoide y la membrana acrosomal,
asegurando asi la reaccion del acrosoma necesaria para la fertilizacion (Moretti
et al., 2012).



Attia et al. (2017) reportan que la suplementacion con semillas de cardo mariano
(Silybum marianum) y romero (Rosmarinus officinalis L) a 10 y 5 g.kg*
respectivamente, mejoraron significativamente el estado antioxidante, la calidad
del semen y la fertilidad en conejos; asociado con su composicion fitoquimica
incluyendo polifenoles y flavonoides. Vizzari et al. (2021) encontraron cambios
favorables en marcadores antioxidantes del plasma seminal de conejos, tales
como una disminucion de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato amino
transferasa (AST), las cuales suelen ser indicadores de estrés oxidativo y
responsables del dafio de la membrana espermatica. Dichos resultados se
encontraron al suplementar a los conejos con un compuesto de polisacéaridos de
algas pardas més acido fendlico, acidos hidroxicinamicos, taninos y flavonoides
de extractos de plantas.

Lotito y Frei (2006) sostienen que existen inconsistencias entre lo obtenido in vitro
y lo in vivo, y que los flavonoides tienen muy poca actividad antioxidante,

asociado con su limitada biodisponibilidad y su extenso metabolismo.

Halliwell (2008) expone que los polifenoles pueden ejercer actividades pro
oxidantes en determinadas condiciones experimentales, especialmente cuando
se habla de condiciones in vivo. En este tenor, Akagawa, Shigemitsu y Suyama
(2003) evaluaron en condiciones quasi fisiologicas el extracto de té verde, té
negro y café, posterior a su exposicion a 90 °C, que arrojé como resultado un
aumento en la presencia de H202 asociado a los polifenoles, ademéas de mostrar

gue estos se oxidan facilmente.

Existe informacién contradictoria, donde se argumenta que los efectos pro
oxidantes pueden resultar beneficiosos, ya que, al generar un leve grado de
estrés oxidativo, los niveles de defensas antioxidantes del individuo podrian

aumentar y generar una citoproteccién generalizada (Fahey & Kensler, 2007).



2.4. Téverde (Camellia sinensis)

De acuerdo con Coimbra et al. (2006), segun el proceso al que se someten las
hojas de la planta Camellia sinensis, da lugar a: 1) té negro (resultado de una
etapa de fermentacion completa antes de secarse y exponerse al vapor), 2) té
oolong (obtenido cuando las hojas frescas se someten a una fermentacion parcial
antes de secar), y 3) té verde (producido por secar y cocer al vapor las hojas

frescas y, por lo tanto, sin fermentacion).

El tratamiento al que se haya expuesto la Camellia sinensis, dara una compleja
composicion quimica; en caso del té verde incluye polifenoles, alcaloides
(cafeina, teofilina y teobromina), aminoacidos, carbohidratos, proteinas, clorofila,
compuestos volatiles, fldor, y otros compuestos indefinidos. Ademas, contiene
oligoelementos que son esenciales para la homeostasis, tales como cromo,

manganeso, selenio y zinc (Cabrera, Giménez, & Lopez, 2003).

El té verde se ha considerado como una bebida medicinal y saludable desde la
antigiiedad, no obstante, recientemente ha recibido mayor atencion en el campo
cientifico, debido a sus fuertes propiedades antioxidantes derivadas de su
contenido de polifenoles, que son los principales componentes solubles en agua
de las infusiones (Cabrera, Giménez & LoOpez, 2003; El-Ratel, Abdel-Khal, El-
Harairy, Fouda, & EI-Bnaw, 2017).

Mosbah, Yousef y Mantovani (2015) evaluaron los efectos seminales del té verde
en ratas con dafio reproductivo inducido por nicotina; el extracto de té verde
previno la baja de peso por los efectos de la nicotina y disminuyo los indicadores
de estrés oxidativo. En un trabajo similar, se estudiaron las caracteristicas
reproductivas en ratones con dafio inducido por ciclofosfamida. La concentracion
espermatica de los ratones que recibieron un pretratamiento de té verde fue mas
alta comparada con los otros grupos, y disminuyé la peroxidacion lipidica (Zanchi
et al., 2015). Asimismo, la administracién de un producto comercial conformado
principalmente de licopeno, galato de epigalocatequina (extracto de té verde),

acido elagico (extracto de granada), selenio y zinc mostr6 un aumento



dependiente de la dosis en la viabilidad espermatica de humanos (Lombardo et
al., 2011).

El-Ratel et al. (2017) evaluaron diferentes dosis de extracto de té verde en el
comportamiento reproductivo de conejas; encontraron que la administracion oral
diaria con el extracto de té verde durante 30 dias antes del apareamiento mejoré
la tasa de gestacion. Por el contrario, Balazi et al. (2019) realizaron
observaciones tanto in vivo como in vitro que sugieren que el té verde
administrado en la dieta, reduce las funciones ovaricas y la fecundidad, asociado

con la epigalocatequina.

Dentro de los polifenoles del té verde se destacan las catequinas, pertenecientes
al grupo de flavonoides, y constituyen hasta 30% del peso seco de las hojas de
té verde (El-Ratel et al., 2017).

Se considera a las catequinas como el componente activo mas importante del té
verde, ya que poseen una alta actividad antioxidante, incluso mayor que la de la
vitamina C (Roychoudhury, Agarwal, Virk, & Cho, 2017).

Las principales catequinas del té son el galato de epigalocatequina (EGCG), la
epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) y epicatequina (EC), siendo
el EGCG el mas abundante ademas de ser el compuesto mas activo (Kim, Shin,
& Chung, 2003).

A pesar de variedad de documentos que soportan las propiedades antioxidantes
de las catequinas del té verde, también se ha mostrado evidencia de su actividad
prooxidante. La estabilidad de EGCG se asocia a su concentracion, el pH, la
presencia de oxigeno y la temperatura. Cuando EGCG y EGC reaccionan con
H202, ambos compuestos se oxidan, y en presencia de hierro o cobre resultan
en radical hidroxilo (OH) con efecto prooxidante (Roychoudhury et al., 2017; Suh
et al., 2010).



2.5. Caracteristicas generales del sistema reproductivo del conejo adulto

El aparato reproductor del conejo coincide con el de la mayoria de los mamiferos.
Posee dos testiculos que pueden deslizarse por el canal inguinal del musculo
cremaster externo, que se encuentra bien desarrollado. Los testiculos contienen
el compartimento tubular seminifero, y a su vez las células espermatogénicas y
las células de Sertoli que ocupan la mayor parte de este. En el compartimento
adluminal se encuentran las células de Leydig, encargadas de la produccion de
testosterona, indispensable para el adecuado funcionamiento de los 6rganos
sexuales secundarios y de la libido (Foote & Carney, 2000; Varga & Harcout-
Brown, 2014).

De acuerdo con Foote y Carney (2000), un ciclo del epitelio seminifero dura 10.7
dias, y requiere de 4.5 ciclos para completar un espermatozoide maduro; datos
similares a los expuestos por Boiti et al. (2005), donde sefialan que el ciclo dura

entre 7 y 8 semanas.

El semen se conforma por espermatozoides suspendidos en un medio liquido,
con compuestos procedentes de diferentes ubicaciones del epididimo y las
glandulas accesorias, que, al momento de la eyaculacién, se combinan (Alvarifio,
2000; Boiti et al. 2005).

Para la colecta de semen se emplea una vagina artificial llena de liquido
(alrededor de 45° C). Se emplea una hembra de apoyo a la vez que se presenta
al macho. Algunos autores han confirmado que la estimulacion previa del macho
aumenta la concentracién de esperma, y puede ser Util dejar previamente a la
coneja encima de la jaula del macho durante varios minutos (Boiti et al. 2005;
Rodriguez-De Lara et al., 2010).

La frecuencia de recoleccion de semen es sugerida una vez a la semana,
recolectando dos eyaculados en un periodo de 15 minutos (Mocé, Lavara,
Lavara, & Vicente, 2000).



2.6. Evaluacion seminal

De acuerdo con Lavara, Mocé y Vicente (2003), los parametros de calidad
seminal buscados en cunicultura son: porcentaje de motilidad superior al 70%,
normalidad acrosémica superior al 80%, porcentaje de espermatozoides con gota
citoplasmatica entre 6 y 10%, y espermatozoides anormales menor al 15%.

2.6.1. Evaluaciéon convencional

El analisis espermatico de manera visual esta fuertemente relacionado con la
experiencia del técnico de laboratorio, aunado a ello la falta de estandares
universales da por resultado una evaluacion subjetiva (Quintero-Moreno et al.,
2007).

A nivel macroscépico se reportan volumen, pH y color. Para su analisis
microscopico se valora el comportamiento, movilidad, morfologia y vitalidad
espermética; asi como la presencia de otros componentes, tales como gel, orina,

y células heméticas y linfaticas (Boiti et al. 2005).

2.6.2. Sistema de analisis seminal asistido por computadora (CASA)

Valverde y Madrigal-Valverde (2019) sostienen que el sistema CASA disminuye
la subjetividad de los andlisis tradicionales de semen, ya que posee médulos que
valoran de manera fiable la cinética, morfologia, morfometria, integridad de
membranas, fragmentacion de ADN y fluorescencia. Las variables consideradas
para este estudio se exponen en el Cuadro 1 (al final del Capitulo). A
continuacion, se detallan algunas caracteristicas de los médulos de cinética y

morfologia, por su importancia en la presente investigacion.

Cinética

La motilidad se obtiene a través de la evaluacién del desplazamiento de la cabeza
del espermatozoide a través del tiempo, es decir, se captura un punto en el primer
fotograma y de ahi en las siguientes imagenes se predice la probable trayectoria.
La relacion existente entre esta serie de puntos origina la trayectoria real y, por
tanto, la velocidad promedio a lo largo de esta trayectoria se conoce como

velocidad curvilinea (VCL; Valverde & Madrigal-Valverde, 2018). La velocidad
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promedio de la trayectoria del espermatozoide, calculada a partir de la trayectoria
de la VCL se conoce como velocidad promedio de trayectoria (VAP; Fabbrocini
et al., 2016). La velocidad trazada desde el primer punto hasta el dltimo se
denomina velocidad rectilinea (VSL; Valverde y Madrigal-Valverde, 2019).

Una vez analizadas dichas trayectorias se obtienen los indices de linealidad
(LIN=VSL/VCL), rectitud (STR= VSL/VAP) y oscilacion (WOB= VAP/VCL), y es
asi como se analiza la calidad del movimiento (Valverde & Madrigal-Valverde,
2018).

Por ultimo, la evaluacién se complementa con el niumero de intersecciones
causadas por la trayectoria curvilinea y la trayectoria rectilinea que da origen a la
frecuencia de golpe cruzado (BCF) y con la altura maxima de la amplitud del
movimiento oscilatorio de la trayectoria curvilinea (ALH; Valverde y Madrigal-
Valverde, 2018).

Morfologia

El andlisis morfolégico es el reflejo del estado fisioldgico de testiculos, epididimo
y glandulas accesorias (Valverde & Madrigal-Valverde, 2019). Las anormalidades
segun su origen pueden ser catalogadas como primarias (durante la
espermiogénesis) o secundarias (durante el paso de los espermatozoides por el
epididimo) (Barth & Oko, 1989).

Las anormalidades presentadas con mayor frecuencia y relevancia son: cabezas
sueltas, cabezas dobles, colas enrolladas, doble cola y gota citoplasméatica

proximal (Valverde & Madrigal-Valverde, 2018).

Cuadro 1. Nominacion y descripcion de variables consideradas en el |presente
estudio.

Unidad
de
No. Variable medida  Abreviatura Descripciéon
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1 Espermatozoides % EE Espermatozoides con
estaticos inmovilidad (Quintero-
Moreno, 2003).
2 Motilidad total % MT Espermatozoides moviles
totales en activacion
(Fabbrocini et al., 2016).

3 Motilidad % MP Avance del

progresiva espermatozoide de forma
continua (Bajo, Coroleu,
& Pérez, 2009).

4 Velocidad pum/s VSL Velocidad desde el punto

rectilinea de inicio hasta el punto
final de la trayectoria en
linea recta (Valverde &
Madrigal-Valverde,
2019).

5 Velocidad Mm/s VCL Velocidad sobre la

curvilinea trayectoria real de punto
a punto seguida por el
espermatozoide
(Valverde & Madrigal-
Valverde, 2019).

6 Velocidad Mm/s VAP Velocidad promedio de la
promedio de trayectoria del
trayectoria espermatozoide,

calculada a partir de la
trayectoria de la VCL
(Fabbrocini et al., 2016).
7 indice de % LIN Relacién de progresion
linealidad LIN =VSL/VCL * 100
(Quintero-Moreno, 2003).
8 indice de rectitud % STR Relacion de progresion
STR = VSL / VAP * 100
(Quintero-Moreno, 2003).

9 indice de % wWOB Relacion de progresiéon

oscilacion (WOB =VAP /VCL *
100) (Quintero-Moreno,
2003).

10  Amplitud media um ALH La altura media o
del maxima de la amplitud
desplazamiento del movimiento
lateral de la oscilatorio de la

trayectoria curvilinea
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cabeza del
espermatozoide

(Valverde & Madrigal-
Valverde, 2019).

11

Frecuencia de
golpe cruzado

Hz

BCF

Numero de veces que la
trayectoria curvilinea
cruza la trayectoria
rectilinea (Valverde &
Madrigal-Valverde,
2019).

12

Distancia de linea
recta

um

DSL

Linea recta desde el
inicio hasta el final de la
trayectoria (Valverde &
Madrigal-Valverde,
2019).

13

Distancia
curvilinear

um

DCL

Trayectoria real de punto
a punto seguida por el
espermatozoide
(Valverde & Madrigal-
Valverde, 2019).

14

Distancia
promedio de
trayectoria

pum

DAP

Distancia calculada por la
interpolacién a partir de
la trayectoria de la VCL
(Valverde & Madrigal-
Valverde, 2019).

15

Viabilidad
espermatica

%

VE

Espermatozoides vivos,
reflejado por la integridad
de la membrana
plasmatica y acrosomal
(Cabrera & Pantoja,
2012).

16

Espermatozoides
normales

%

EN

Mas del 70% de los
espermatozoides posean
morfologia normal.
(Quintero-Moreno, A.
2003).

17

Colas dobladas

%

CD

18

Colas enrolladas

%

CE

Defectos en la cola del
espermatozoide que
afectan el movimiento
(Goémez-Torres, Girela,
Fernandez-Colom,
Romeu, & De Juan,
2005).

19

Gota
citoplasmatica
proximal

%

GCP

Originada en la fase de
maduracion al eliminarse
por desplazamiento parte

12



20 Gota GCD del citoplasma hacia la

citoplasmatica porcién terminal de la
distal cola (Olivera, Ruiz,
Tarazona, & Giraldo,
2006).
21 Numero de x10° Evaluacion morfoldgica.

espermatozoides
vivos normales
motiles
progresivos por
volumen de
eyaculado
22 Numero de dosis  Numeros
potenciales para  ordinales
uso en
inseminacién
artificial
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RESUMEN GENERAL

COMPORTAMIENTO SEXUAL, CALIDAD SEMINAL Y POTENCIAL
REPRODUCTIVO EN CONEJOS SUPLEMENTADOS CON POLIFENOLES
DE TE VERDE!

Se determind el efecto de suplementar conejos con polifenoles de té verde en el
comportamiento sexual, calidad seminal, cinética de movimiento espermatico,
morfologia y potencial reproductivo. Se asignaron aleatoriamente 30 conejos
Nueva Zelanda Blanco de 8 meses de edad a uno de dos tratamientos
experimentales: 1) suplementacion con 50 mg kg de peso vivo de té verde por
dia, administrados en el agua de bebida; 2) sin suplemento. El suplemento fue
administrado cinco dias antes de la coleccion de semen cada semana durante
13 sesiones, con dos eyaculados por macho en cada sesion. El disefio
experimental fue completamente al azar con dos tratamientos y 15 réplicas por
tratamiento, la unidad experimental fue un conejo. Se evaluaron un total de 676
eyaculados. El suplemento de polifenoles de té verde mejoré (p<0.05) el volumen
seminal (+8.35%) y la concentracion espermatica por eyaculado (+15.3%) pero
disminuy6 la motilidad total (p=0.05; -2.6%). La suplementacion incremento
(p<0.05) el indice de linealidad (+3.3%), indice de oscilaciéon (+2.5%), frecuencia
de golpe cruzado (+5.1%), distancia de linea recta (+5.6%) y en la distancia
promedio de trayectoria espermatica (+4.2%), asi como una disminucién (p=0.04;
-4.3%) en la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza. No
obstante, conejos suplementados mostraron un incremento en el porcentaje de
espermatozoides con gotas proximales citoplasméaticas (p=0.03; +21.0%). Al
final, el nimero de espermatozoides normales motiles progresivos por eyaculado
y numero de dosis para uso en inseminacion artificial tendieron (p=0.097) a ser
superiores en conejos suplementados, al producir en promedio 7.5 millones méas
de estos espermatozoides (+11.7%) y 1.5 mas dosis (+11.6%). La
suplementacién con polifenoles de té verde mejora la concentracién espermatica
por volumen de eyaculado, la motilidad progresiva, los parametros de cinética
progresiva de movimiento espermatico y el potencial reproductivo en conejos.

Palabras clave: Camellia sinensis, antioxidante, reproduccion, conejo macho.

! Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Rocio Mentado Amigoén
Director de tesis: Ph.D. Raymundo Rodriguez de Lara
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GENERAL ABSTRACT

SEXUAL BEHAVIOR, SEMEN QUALITY, AND REPRODUCTIVE POTENTIAL
IN RABBITS SUPPLEMENTED WITH POLYPHENOLS OF GREEN TEA?

The effect of supplementing rabbits with polyphenols of green tea, on sexual
behavior, seminal quality, sperm movement Kkinetics, morphology, and
reproductive potential was determined. Thirty 8-month-old New Zealand White
male rabbits were randomly assigned to one of two experimental treatments: 1)
supplementation with 50 mg kg of body live weight of green tea extract per kg of
body live weight per day, administered in the drinking water; 2) no
supplementation. The supplement was administered five days before semen
collection each week for 13 sessions, with two ejaculates per male at each
session. The experimental design was completely randomized with two treatments
and 15 replicates per treatment; the experimental unit was one rabbit. A total of
676 ejaculates were evaluated. The polyphenols of green tea supplement
improved (p<0.05) seminal volume (+8.35%) and sperm concentration per
ejaculate (+15.3%) but decreased total motility (p=0.05; -2.6%). The supplement
increases (p<0.05) in linearity index (+3.3%), oscillation index (+2.5%), cross
stroke frequency (+5. 1%), straight-line distance (+5.6%) and in average sperm
path distance (+4.2%), as well as a decrease (p=0.04; -4.3%) in mean head lateral
displacement amplitude. Nevertheless, supplemented rabbits showed an increase
in the percentage of proximal cytoplasmic droplets (p=0.03; +21.0%). In the end,
the number of normal progressive motile spermatozoa per ejaculate and number
of doses for use in artificial insemination tended (p=0.097) to be higher in
supplemented rabbits by producing on average 7.5 million more of these
spermatozoa (+11.7%) and 1.5 more doses (+11.6%). Supplementation with
polyphenols of green tea improves sperm concentration per volume of ejaculate,
progressive motility, progressive kinematics parameters of sperm movement, and
reproductive potential.

Keywords: Camellia sinensis, antioxidant, reproduction, buck rabbits.

2 Science Master in Livestock Innovation thesis, Universidad Autonoma Chapingo
Author: Rocio Mentado Amigon
Advisor: Ph.D. Raymundo Rodriguez de Lara
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3.1. Introduccidn

En conejos bajo monta natural, pueden presentarse detrimentos en la calidad
seminal, particularmente en estaciones criticas del afio, disminuyendo la
eficiencia reproductiva, y afectando los ingresos y la rentabilidad de granjas
cunicolas (Cruz-Bacab, Ramirez-Vera, Vazquez-Garcia, & Zapata-Campos,
2018).

Una de las causas asociadas a esta merma es la sobreproduccion de radicales
libres, los cuales son moléculas altamente reactivas con uno o mas electrones
impares que desestabilizan la molécula estable mas cercana, lo que genera una
reaccion en cascada (Agarwal, Abdelrazik, & Sharma, 2008). Entre los radicales
libres podemos encontrar las especies reactivas de oxigeno, las cuales oxidan la
membrana celular del espermatozoide, dafiando el ADN y reduciendo su
capacidad fertilizante (Hashem, El-Hady, & Hassan, 2013; Yousef, Abdallah, &
Kamel, 2003). Para prevenir dicha oxidacion se han investigado los metabolitos
y extractos derivados de plantas (también conocidos como fitogénicos), ya que
se ha reportado que disminuyen los radicales libres directa o indirectamente

regulando la fase Il de las enzimas antioxidantes (Zanchi et al., 2015).

Una de las plantas que ha recibido mayor atencion en el campo cientifico, debido
a sus fuertes propiedades antioxidantes derivadas de su contenido de polifenoles
especialmente por las catequinas, es el té verde (Camellia sinensis) (Cabrera,
Giménez, & Lopez, 2003; El-Ratel, Abdel-Khal, El-Harairy, Fouda, & El-Bnaw,
2017).

Existe escasa informacion en conejos sobre los efectos de polifenoles de té
verde, aungque en otras especies como en las ratas, ha mostrado la disminucion
del dafio de la membrana espermatica en animales expuestos a diversas dosis

de nicotina (Mosbah, Yousef, & Mantovani, 2015).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de suplementar polifenoles de
té verde en el comportamiento sexual, y en los diferentes pardmetros seminales

y espermaticos de conejos.

21



3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Localizacion

El estudio se realizé en “Conejos” Centro de Investigacion Cientifica del Estado
de México A.C. (COCICEMAC), localizado en San Miguel Coatlinchan, Texcoco,
Estado de México, a 19’ 27” N, 98 53” O y 2,220 m sobre el nivel del mar. La
temperatura media anual es 15.9 °C y 645 mm de lluvias anuales. El estudio se
realizo durante 13 semanas en la época de primavera. El trabajo experimental se

inicié el 10 de mayo y finalizé el 17 de agosto de 2021.

3.2.2. Animales, tratamientos y disefio experimental

Los animales experimentales se mantuvieron y trataron de acuerdo con las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio (NOM-062-ZO0-1999, 2001).

Treinta conejos Nueva Zelanda Blanco de 8 meses de edad fueron pesados y
distribuidos en dos grupos homogéneos por pesos y asignados al azar a uno de
dos tratamientos experimentales: 1) suplementacion con 50 mg kg de peso vivo
de extractos estandarizados de hojas de la planta Camellia sinensis,
administrado en el agua de bebida; 2) sin suplementacion o control. El disefio
experimental fue completamente al azar, con dos tratamientos y 15 repeticiones
por tratamiento, la unidad experimental fue un conejo. Los extractos de té verde
fueron diluidos en 100 ml de agua de bebida en bebederos plasticos graduados
semi-automaticos, proporcionados en las primeras horas de la mafiana durante
cinco dias continuos, de lunes a viernes, seguidos por dos dias de descanso. Se
realiz6 una colecta de semen por semana en 13 sesiones durante la estacion de
primavera y parte de verano. En cada dia de trabajo o sesién se extrajeron dos

eyaculaciones por macho, la segunda inmediatamente después de la primera.

3.2.3. Instalaciones
Los conejos se alojaron en un modulo de ambiente natural provisto de aislamiento
térmico tanto en el techo como en las paredes, con ventanas laterales abiertas.

Se mantuvieron individualmente en jaulas metalicas galvanizadas de 45 cm de
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largo por 30 cm de ancho por 40 cm de alto, dispuestas en un sistema flat-deck
o en linea. Las jaulas de los conejos del tratamiento dos o control fueron provistas
de bebederos automaticos tipo tetina, mientras que los conejos del tratamiento
uno con bebederos semi-automaticos con capacidad de un litro. Los comederos
de las jaulas fueron de tolva tipo inglés con capacidad de 1.5 kg. Los conejos

recibieron luz natural.

3.2.4. Manejo alimenticio

A los conejos se les proporcion6 150 g dia® de alimento comercial peletizado
(Conejo Reproductor, Tepexpan®) con 17.4% de proteina cruda, 5.3% de grasa,
15% de fibra cruda, 8.0 % de cenizas, 44.2% de extracto libre de nitrégeno, 1.2%
de calcio, 0.7% de fosforo, 2608 Kcal de energia digestible Kg' y 10.1% de
humedad. El alimento comercial provisto de minerales, elementos traza,
vitaminas del complejo B, vitaminas solubles en grasa incluyendo vitaminas A,
D3, E y K3, absorbentes para micotoxinas, acidificantes, saborizantes naturales

y antioxidantes.

3.2.5. Manejo y administracion de los extractos de té verde

Se utilizdé un extracto seco en polvo estandarizado de las hojas de la planta
Camellia sinensis, con un alto contenido de polifenoles, 90% (metabolika,
extractos product). Los conejos del tratamiento uno, fueron sometidos a un
periodo de 15 dias de adaptacion con té verde administrado en el agua de bebida.
Posteriormente, desde el inicio hasta el final del experimento, los extractos fueron
proporcionados cinco dias continuos, de lunes a viernes de cada semana,
seguidos por dos dias de descanso, hasta completar las 13 sesiones del estudio.
Para calcular la dosis de extracto de té verde, 50 mg por kg de peso vivo dia,
los machos eran pesados utilizando una balanza digital en los dias de coleccion
de semen cada semana. Con base en este peso se calculaba la cantidad de
extracto a proporcionar cada dia a cada macho individual durante la semana. Las
pesadas de las cantidades de extracto de té verde a proporcionar se realizaron

utilizando una bascula electréonica. La administracion del extracto en los dias
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programados fue realizada entre las 7:00 y 8:00 a.m. Las dosis en polvo de
polifenoles de té verde para cada macho se diluian en 100 mL de agua de bebida
y administrada en los bebederos semi-automaticos. Durante el transcurso de la
mafiana, los conejos que consumian en su totalidad los extractos se le
proporcionaba agua a discrecion al rellenar sus bebederos individuales. La mayor
parte de los machos tratados consumian en su totalidad la dosis en cada dia. Los
conejos en el grupo control recibian agua a discrecion mediante bebederos

automaticos.

3.2.6. Coleccién de semen y variables de respuesta

Las extracciones de semen se iniciaron a las 8:00 a.m., una vez a la semana los
sdbados. Para la extraccion de semen se utilizé una vagina artificial temperada a
45 °C, de acuerdo con el método de Walton (1945) y con la ayuda de una coneja
de apoyo. El comportamiento sexual fue determinado por el tiempo de reaccion,
gue corresponde al intervalo desde el momento de la introduccion de la hembra
de apoyo y vagina artificial dentro de la jaula del macho a la eyaculacion, se midio
mediante un cronémetro. Inmediatamente después de la coleccion de semen, los
tubos con los eyaculados se colocaron en bafio Maria a 32 °C, para su
evaluacion. Cuando las muestras presentaban gel se removia inmediatamente
del tubo colector. Posteriormente, se midio el volumen seminal en el mismo tubo
transparente graduado, con intervalos de 0.2 ml. El pH del semen se determin6
utilizando cintas de papel pH-métrica con escalas entre 7 a 12, en intervalos de

un grado (Dual Tint).

Para las determinaciones de la produccion y calidad espermatica se utilizé un
sistema de analisis de semen computarizado (CASA IVOS IlI, v 1.7, Hamilton
Thorne Research, Beverly, MA). El sistema fue configurado de acuerdo con las
recomendaciones para la evaluacion del semen de conejo. El software utilizado
fue calibrado por: objetivo, deteccién de células por su morfologia, dimensiones
de la camara espermaética, intensidad de iluminacion LED, cinematica de
movimiento y para normalidades o anormalidades morfologicas espermaticas.

Una vez calibrado, se configurd y se establecio la dinamica de captura de video,
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de acuerdo con la Guia de Hardware HT-IVOS Version 1.5 Hamilton Thorne
(Thorne, 2013). El software fue configurado y calibrado de acuerdo con los

criterios mostrados en los Apéndices 1y 2.

Las muestras seminales se diluian 1:5, 50 puL de semen en 250 pL de soluciéon
buffer salina fosfatada (SBSF; Dulbecco A; Oxoid Inc., UK). Una alicuota (£ 3 L)
de esta dilucion se analizd con el sistema CASA. La muestra se incubo por 2 min
a 37 °C, dentro del IVOS Il en una leja (porta objeto de profundidad fija
desechable) de 20 micrones de profundo, para determinar la concentracion
espermatica, movimiento y cinematica espermatica, asi como la morfologia de

los espermatozoides.

Las variables que se evaluaron por el sistema CASA fueron motilidad total,
motilidad progresiva, concentracion espermatica por ml (x108), velocidad
rectilinea (um/s); VCL.: velocidad curvilinea (um/s); VAP: velocidad promedio de
trayectoria (um/s); LIN: indice de linealidad (%); STR: indice de rectitud (%);
WOB: indice de oscilacion (%); ALH: amplitud media del desplazamiento lateral
de la cabeza del espermatozoide (um); BCF: frecuencia de golpe cruzado (Hz):
DSL: distancia de linea recta (Micrones); DCL.: distancia curvilinea (Micrones);
DAP: distancia promedio de trayectoria (Micrones); viabilidad espermatica,
normalidad, colas dobladas, colas enrolladas, gota citoplasmatica proximal y gota
citoplasmatica distal; para esto se contaron al menos 400 espermatozoides por

muestra.

Con la informacién recabada se calculd la concentracibn espermatica por
eyaculado (x108), el nimero de espermatozoides normales progresivos motiles
por volumen de eyaculado. ElI numero potencial de dosis para uso en
inseminacion artificial se estimé con base en la variable de respuesta anterior/5

millones.

3.2.7. Analisis estadistico
El tiempo de reaccion, caracteristicas seminales y espermaticas, movimiento y

cinematica de movimiento espermatico, morfologia y variables de potencial
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reproductivo fueron sometidos a un andlisis de varianza considerando el

siguiente modelo aditivo lineal:
Yijk = u+ Ti + E] + (T * E)l] + bl(Xi]-k - ?) + bz(xi]'k - ?)-I_Eijk

donde Yij, es la variable respuesta; , es la media general; T, es el efecto fijo del
i-ésimo tratamiento (i = con extracto de té verde, sin extracto); Ej, es el efecto fijo
del j-ésimo eyaculado (j = primero, segundo); (R*E)j es la interaccion entre
tratamiento y orden de eyaculado; b es el coeficiente de regresion lineal de la
covariable sesién de coleccion de semen; b2 es el coeficiente de regresion lineal
de la covariable peso del conejo al momento de coleccion de semen, y &ik, €s el
residual ~ NI(0,5%).

Las variables en porcentaje se transformaron utilizando arco seno, el tiempo de
reaccion y las concentraciones espermatica mediante log 10. Todos los andlisis
de varianza se hicieron con los datos originales y transformados. Las covariables
gue no mostraron un efecto significativo (p > 0.05) fueron eliminadas del modelo
y se volvié a realizar otra vez. Los analisis de varianza dieron los mismos
patrones de respuesta cuando se utilizaron los datos transformados y originales.
Los resultados del andlisis de varianza que se presentan son con la informacion

original.

Las variables de respuesta se analizaron mediante cuadrados medios minimos,
utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS, 2016). Las comparaciones de
medias se realizaron utilizando la prueba de Tukey. Coeficientes de correlacion
de Pearson fueron calculados mediante el procedimiento PROC de SAS (SAS,
2016).

3.3. Resultados y discusion

La frecuencia de extraccion seminal fue extensiva, ya que se ha demostrado que
la obtencion de dos eyaculados en intervalos de 10 a 20 minutos por semana
aumenta el volumen y concentracién por eyaculado, esto asociado a un mayor
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tiempo de recuperacion para las glandulas accesorias y los espermatozoides
almacenados (Arroita et al., 2000; Bencheikh, 1995; Niza, Di Meo, Taranto, &
Stanco 2002; Niza, Di Meo, &Taranto, 2003; Paal et al., 2014)

Se evaluaron un total de 676 eyaculados de primera y segunda eyaculacion,
provenientes de 30 conejos machos durante 13 sesiones de coleccion de semen.
En los Cuadros 2 y 3 se presentan las estadisticas descriptivas para el peso de
los conejos al momento de la coleccion de semen, libido, caracteristicas
seminales y esperméticas, movimiento y cinematica espermética, morfologia,
namero de espermatozoides normales progresivos motiles por eyaculado y

namero de dosis potenciales para uso en inseminacion artificial.

Los coeficientes de variacibn mas bajos correspondieron a los pesos de los
machos al momento de la coleccion de semen (5.5) y el pH (3.8). Estos bajos
coeficientes son similares a los 6.8 y 2.4 reportados por Rodriguez-De Lara et al.
(2015) para estas mismas variables. La presencia de gel, el volumen seminal y
las concentraciones espermaticas por ml y por eyaculado mostraron mayores
variabilidades (149.6, 58.7, 63.5 y 93.4). Estos coeficientes de variacion altos
para estas caracteristicas son similares a las reportados por varios estudios
(Garcia-Tomas, Sanchez, Rafael, Ramon, & Piles, 2006a; Lavara, Baselga, &
Vicente, 2011; Lavara, Baselga, & Vicente, 2012). El porcentaje de
espermatozoides estaticos mostro una alta variabilidad (81.8), mientras que los
coeficientes de variacion para las caracteristicas de motilidad y cinética de
movimiento espermatica, en general fueron bajos, en un rango de 9.9 a 36.4, los
cuales son similares a los reportados por otras investigaciones (Lavara, Baselga,
& Vicente, 2010; Massanyi et al., 2008; Mocé, Lavara, & Vicente, 2000; Quintero-
Moreno et al., 2007; Safaa, Vicente, Lavara, & Viudes, 2008).

Cuadro 2. Estadisticos descriptivos y coeficientes de variacion para el peso de
los machos, comportamiento sexual, calidad seminal, y movimiento y cinematica
espermatica en conejos.

Variable N Min Max Media DE CcVv
Peso (g) 676 3175 4660 4097 226.5 55
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Tiempo de reaccion (s) 676 1.3 103.4 10.7 9.4 87.4

Caracteristicas seminales

Presencia de gel (%) 676 0.0 1.0 0.3 0.5 149.6
Volumen (mL) 676 0.0 2.0 0.6 0.4 58.7
pH 676 0.0 8.0 7.0 0.3 3.9
Caracteristicas espermaticas
Produccién
Concentracion de espermatozoides (x 676 45 734.4 200.2 127.1 63.5
108 mL-t)

Concentracion de espermatozoides por 676 0.0 1076.2 126.1 117.8 93.4
eyaculado (x 106)

Movimiento y cinematica espermatica

Espermatozoides estaticos (%) 676 15 98.2 17.2 14.1 81.8
Motilidad total (%) 676 1.8 98.5 82.8 14.1 17.0
Motilidad progresiva (%) 676 0.8 91.6 54.4 19.8 36.4
VSL (um/seg) 676 21.1 150.9 89.1 23.7 26.7
VCL (um/seg) 676  49.9 302.3 188.5 35.9 19.0
VAP (um/seg)) 676  33.1 167.9 110.9 23.1 20.8
LIN (%) 676  19.9 75.3 49.2 10.3 20.9
STR (%) 676  36.8 96.0 80.1 11.8 14.7
WOB (%) 676 41.8 80.0 59.5 5.9 9.9
ALH (mm) 676 2.7 13.1 7.0 1.5 21.7
BCF (HZ) 676 18.7 87.4 38.1 4.7 12.4
DSL 676 8.9 71.6 37.0 11.4 30.9
DCL 676 20.5 131.6 79.4 15.5 19.5
DAP 676 13.0 76.8 46.1 10.3 22.3

DE= Desviacion estandar; CV= Coeficiente de variacion (%);VSL: Velocidad rectilinea (um/s); VCL:
Velocidad curvilinea (um/s); VAP: Velocidad promedio de trayectoria (um/s); LIN: indice de linealidad
(%);STR: Indice de rectitud (%);WOB: indice de oscilacion (%);ALH: Amplitud media del desplazamiento
lateral de la cabeza del espermatozoide (um); BCF: Frecuencia de golpe cruzado (Hz): DSL: Distancia de
linea recta (Micrones); DCL: Distancia curvilinear (Micrones); DAP: Distancia promedio de trayectoria
(Micrones).

Cuadro 3 Estadisticos descriptivos y coeficientes de variacion para normalidad
espermatica, morfologia, concentracién de espermatozoides normales motiles
progresivos y dosis potenciales para inseminacion artificial en conejos.

Variable N Min Max Media DE CcVv
Espermatozoides normales (%) 676 0.0 99.8 90.5 9.7 10.7
Espermatozoides con cola doblada (%) 676 0.0 45.6 5.5 9.6 1745
Espermatozoides con cola enrollada (%) 676 0.0 384 3.2 55 169.3
Espermatozoides con gota distal (%) 676 0.0 31.0 5.0 4.7 94.4
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Espermatozoides con gota proximal (%) 676 0.0 25.8 2.1 3.0 1432

No. de espermatozoides normales motiles
) 676 -0.2 380.3 67.0 63.7 95.1
progresivos/eyaculado (x10°)

NUmero de dosis para uso en inseminacion
676 -0.0 76.1 134 12.7 95.1
artificial

Para el caso del porcentaje de espermatozoides normales, la variabilidad fue baja
(10.7), mientras que para las caracteristicas de anormalidades morfologicas
espermaticas los coeficientes de variacion fueron altos, en rangos de 94.4 a
174.5. Los porcentajes de espermatozoides con presencia de gotas proximales
citoplasmaticas, el coeficiente de variacion de 143.2 fue superior que el 98.0
reportado por Rodriguez (2016). Asimismo, se observo que los coeficientes de
variacion para el numero de espermatozoides normales progresivos motiles por

eyaculado y numero de dosis para inseminacion artificial fueron altos (95.1).

La covariable sesion de coleccidén de semen fue significante (p<0.05) en 9 de las
27 variables analizadas. Las variables influenciadas por esta covariable fueron
ajustadas a una sesion estandar de 7.07. La covariable peso del macho al
momento de la coleccién de semen influy6 (p<0.05) en 12 de las 27 variables
analizadas, por lo que estas variables fueron ajustadas a un peso estandar de
4090 g.

Los pesos promedios de los conejos mostraron ser diferentes entre tratamientos
(p=0.003). Aquellos suplementados con polifenoles de té verde pesaron 4073.3
+ 11.9 g mientras que los conejos controles 4124.6 +12.7 g. Estos resultados
concuerdan con una disminucioén de los pesos en conejas suplementadas con té
verde (El-Ratel et al., 2017). Reportes en humanos han encontrado que la
catequina epigalocatequina-3-galato predominante en el té verde reduce el peso
corporal, al disminuir la diferenciacion y proliferacion de adipocitos durante la
lipogénesis (Wolfram, Wang, & Thielecke, 2006). Otros estudios también en
humanos han reportado que el té verde inhibe la actividad de enzimas digestivas,
disminuyendo la absorcion de nutrientes, por lo que el consumo actual de energia

se reduce con pérdidas de peso (Huang et al., 2014).
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3.3.1. Comportamiento sexual, caracteristicas seminales y produccion
espermatica

El efecto de tratamiento y orden de eyaculado en el comportamiento sexual,
caracteristicas seminales y en las concentraciones espermaticas son mostradas

en el Cuadro 4.

El tiempo de reaccion bajo el ritmo de reproduccion extensivo utilizado (una
coleccion de semen por semana y dos eyaculados por sesion) fue de 10.7 s. Este
valor es superior a los 8.5 s reportado por Fallas-Lopez et al. (2011) en conejos
bajo mismo ritmo de reproduccién y raza. Valores de 13.1 s de tiempo de reaccién
han sido registrados en conejos Nueva Zelanda Blanco bajo ritmos semi-
intensivos (dos colecciones por semana y dos eyaculados por sesion). La
incidencia de presencia de gel registrada de 30% es superior al 24.4%
encontrado por Fallas-Lopez et al. (2011). Estos ultimos autores reportaron un
pH de 7.4, valor ligeramente superior al 7.0 observado en el presente estudio.
Rangos de potenciales de hidrogeno entre 6.8 y 7.3 han sido observados en el
conejo (Ferrian, 2007). El volumen seminal promedio de 0.60 ml, es consistente
al de 0.64 ml reportado para conejos bajo un ritmo de reproduccion extensivo
(Niza, Di Meo, & Taranto, 2003), pero inferior que 0.99 ml en el mismo ritmo.
Valores de volumenes seminales normales en conejos se sitlan en un rango de
0.3 a 0.9 ml (Boiti et al., 2005). La concentracién espermatica por ml (x10°)
obtenida fue de 200.2, valor muy por debajo de 575, 317.3 y 405 millones
reportados para ritmos extensivos de reproduccién por Bencheikh (1995), Arroita
et al. (2000) y Niza, Di Meo y Taranto (2003), respectivamente. Rangos de 90 a
738 para esta Ultima variable han sido documentados (Castellini, Lattaioli,
Cardinali, & Bosco, 2006; Garcia-Tomas et al., 2006a, b). El nUmero promedio de
espermatozoides por eyaculado (x10°) de 128.1 es inferior a los 370 millones
reportada por Fallas-Lépez et al. (2011) para la misma raza y ritmo de
reproduccion extensivo. Los valores de concentracion espermatica por eyaculado
en la presente investigacion se encuentran dentro del rango de 90 a 477 millones
reportados en la literatura para conejo (Lavara et al., 2010; Quintero-Moreno,

2003). Diferencias en comportamiento sexual y en las caracteristicas seminales
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entre estudios pueden explicarse en términos en diferencias en genotipos,

alimentacion, condiciones ambientales, manejo, sanidad, protocolos de

investigacion, asi como por el nUmero de muestras.

Cuadro 4. Medias de cuadrados minimos (z error estandar) para los efectos de
tratamiento y orden de eyaculado en el comportamiento sexual, caracteristicas
seminales y produccion espermatica en conejos.

Tratamiento Orden de eyaculado

Caracteristica ConTé Sin Té
Verde Verde Valor Primero Segundo Valor
N = 360 N =316 -P N =319 N = 357 -P
Comportamiento
sexual
Tiempo de
h .
reaccion (s) 10.3+049  11.1+053 0.227 9.6 +0.522 11.8+ 049>  0.003
Caracteristicas
seminales
Presencia de 0.31+£0.02 0.33+0.02 0.640 0.53 + 0.022 0.11 £ 0.02° 0.0001
gel (%) *
Volumen (mL) 0.65 + 0.022 0.60 £ 0.02° 0.035 0.79 £ 0.022 0.47 £ 0.02° 0.0001
pH 7.0+0.01 7.0+0.01 0.490 7.0+£0.01 7.0+£0.01 0.346
Ndmero de
espermatozoides 200.9 £ 6.58 202.7+7.04 0.848 227.1 +£7.012 176.5+6.61> 0.0001
/mL (x10°)
Numero de 119.10 +
espermatozoides ~ 137.2%+5.64 6.03 0.029 176.3+6.012  80.0+5.67°  0.0001

/eyaculado (x10°)
* - Peso al momento de la coleccion de semen usada como covariable.
° - Orden de sesion progresiva usada como covariable.
abe _ | etras con diferentes super-indices en la misma fila son diferentes (P < 0.05).

Los conejos suplementados con polifenoles de té verde mostraron tiempos
ligeramente menores (-7.8%) para eyacular que los conejos del tratamiento
control, pero las diferencias no fueron significativas (p>0.05). No se encontraron
efectos de tratamiento (p>0.05) en la presencia de gel y pH seminal. Sin
embargo, los conejos suplementados mostraron volimenes seminales
superiores (+8.3%; p=0.035) lo que representa un incremento de +0.05 ml. Las
razones de esta hiperespermia pudieran estar relacionadas con un mayor tamafno
de las vesiculas seminales, pero esto no fue determinado. La concentracion

espermatica por volumen de eyaculado en conejos suplementados (137.2 + 5.64)
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fueron superiores (+15.3%; p=0.029) a las del grupo control (119.1 £ 6.03), con
una ventaja de 18.1 millones de espermatozoides. Estos resultados son
consistentes a los incrementos significativos en la concentracion espermatica
observados en ratas al suministrarles extractos de té verde ad-libitum al 2 y 5%
durante 52 dias (Opuwari & Monsees, 2020). Los mecanismos de accion
responsables por estos incrementos no son claros y requiere de futuras
investigaciones para comprender el impacto de los polifenoles del té verde en las
funciones reproductivas de los conejos y en la fertilidad.

Estudios en otras especies han encontrado que incrementos en las
concentraciones espermaticas de los eyaculados estan correlacionadas con
mejoras en la actividad espermatogénica (Adamiak, Kondracki, & Wysokinska
2010; Knecht, Srodon, Szulk, & Duzinski, 2013). Aunque en la presente
investigacion no se realizaron andlisis del extracto de las hojas altas en
polifenoles, es probable que mejoras en la actividad espermatogénica hayan
estado presentes como resultado de la accién antioxidante de las catequinas.
Dentro de las catequinas presentes en el té verde se encuentran la epicatequina,
epigalocatequina, epicatequina-3-galato y epigalocatequina-3-galato siendo este
altimo el mas abundante y con mayor accion antioxidante (Fillippini et al., 2020).
Los tés verdes con altos niveles de antioxidantes en humanos han mostrado
incrementar la produccién de lactato en las células de Sertoli, proporcionando un
soporte nutricional para las células germinales en desarrollo en los tubulos
seminiferos, lo que favorece la salud reproductiva (Martins et al., 2014). Los
tejidos testiculares y el sistema reproductivo de los machos son particularmente
susceptibles al estrés oxidativo (Asadi, Bahmani, Kheradmand, & Rafieiankopaei,
2017). Las catequinas han mostrado poseer propiedades antioxidantes que
mejoran la concentracién, motilidad, morfologia y la calidad espermatica, asi
como la tasa de fertilizacion dada sus capacidades para reducir la produccion de

especies reactivas de oxigeno (Rahman et al., 2018).

La activacion de los leucocitos constituye una fuente importante de produccion

de especies reactivas de oxigeno, y ha mostrado que afecta negativamente la

32



concentracion espermatica (Lackner et al., 2010). El aumento de la concentracion
espermatica por volumen de eyaculado en los conejos suplementados con
polifenoles de té verde pudiera estar relacionado a la actividad antioxidante de
las catequinas, reduciendo dafios de las células esperméticas (Roychoudhury,
Agarwal, Virk, & Cho, 2017).

El tiempo de reaccion para la obtencion del primer eyaculado fue mas corto
(p=0.003; - 22.9%) que el segundo. El orden de eyaculado mostré afectar la
incidencia en la presencia de gel, volumen seminal y las concentraciones
espermaticas por ml y por eyaculado (p=0.0001), similar a lo reportado por
Rodriguez-De Lara et al. (2010). Para estas variables, los valores fueron mayores
en el primer eyaculado que en el segundo en 381.8, 68.1, 28.7 y 120.4% mas,
respectivamente. La presencia de gel significativamente mayor en el primer
eyaculado se explica por el acimulo de gel en las glandulas accesorias, ya que
en el segundo salto el tiempo de recuperacion para la produccién de gel es menor
(Holtz & Foote, 1978; Sanchez-Rodriguez et al., 2015). En promedio, los primeros
eyaculados presentaron 0.32 ml mas de volumen seminal y fueron mas
concentrados en 50.6 y 96.3 millones por mly por eyaculado que los segundos,

respectivamente.

Se encontré un efecto (p=0.012) de interaccion entre tratamiento y orden de
eyaculado para el volumen seminal, como se puede observar en el Cuadro 5. Los
voliumenes seminales de los primeros eyaculados de los conejos suplementados
con polifenoles de té verde fueron superiores (p=0.002) que los primeros
eyaculados de los conejos controles (+13.3%), mientras que los volumenes de los
segundos eyaculados para los conejos con o sin suplemento fueron similares.
Siempre se observaron diferencias en volimenes seminales entre el primer y
segundo eyaculado para los dos tratamientos (p=0.0001), lo cual coincide con lo

encontrado por Bencheikh (1993).
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Cuadro 5. Medias de cuadrados minimos (+ error estandar) para los efectos de
interaccion entre tratamiento y orden de eyaculado en el volumen seminal en
conejos.

Variable Con Té Verde Sin Té Verde
Primero Segundo Primero Segundo Valor-P
N =173 N =187 N =146 N =170

Volumen (mL) 0.85 +0.022 0.46 + 0.02°¢ 0.73+0.03° 0.47 £ 0.02° 0.012

abc | etras con diferentes superescritos en la misma fila son diferentes (P<0.05).

3.3.3. Caracteristicas de motilidad y cinematicade movimiento espermatico
En el Cuadro 6 se muestra el efecto de tratamiento y orden de eyaculado en el
porcentaje de espermatozoides estéticos, motilidad total, motilidad progresiva,
asi como en las caracteristicas de cinematica de movimiento espermatico

determinados mediante el software CASA.

La motilidad total en el presente estudio fue 82.8%. Este valor es superior al 70.9
y 70.5% reportados por Arroita et al. (2000) y Niza, Di Meo y Taranto (2003), en
conejos bajo ritmos de reproduccién extensivos, respectivamente. El valor de la
presente investigacion también mayor que el 71.5% registrado por el sistema
CASA con camaras de 20 Micrones de profundidad (Massanyi et al., 2008). El
valor promedio obtenido de 54.3% de motilidad progresiva es similar al 56.5%
reportado por el mismo autor anterior. Dentro de los parametros de velocidad
espermética individual, la velocidad rectilinea promedio (VSL) correspondi6 a
89.1 um/s, siendo este valor superior al 31.5y 35.8 um/s reportados por Safaa et
al. (2008) y Massanyi et al. (2008), respectivamente. Estos dos ultimos autores
reportaron valores de 74.1y 99.9 um/s para la velocidad rectilinea (VCL), siendo
menores que la velocidad de 188.5 um/s del presente estudio. El rango entre 72
y 194 para VCL ha sido documentado por varios autores (Castellini et al., 2011,
Lavara et al., 2008; Lavara et al., 2010; Lavara et al., 2012; Safaa et al., 2008).
La velocidad promedio de trayectoria (VAP) de 110.9 um/s fue superior a las
velocidades de 50.4 y 42.5 um/s encontradas por Massanyi et al. (2008) y Safaa
et al. (2008), y muy cercano al limite superior del rango de 36 a 108 (Brun et al.,
2006; Ferrian, 2007).
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Cuadro 6. Medias de cuadrados minimos (x error estandar) para el efecto de
tratamiento y orden de eyaculado en movilidad y cinematica de movimiento
espermatico en conejos.

Tratamiento Orden de eyaculado

ﬁﬁ?)rvaicmtgrligcyas e Con Té Sin Te Valor - P Primero Segundo Valor —P

cinematica Verde verde N =319 N = 357

espermatica N =360 N =316

Espermatozoides ~ 18.2+0.73°  16.1+0.78 0.053 16.9 +0.78 17.3+0.73 0.707

estéti(_:ps (%) °

(%'\;'gt'“dad total 81.8+0.73°  83.9+0.78 0.053 83.1+0.78 82.7+0.73 0.707
Motilidad 55.4 +1.03 53.2+1.10 0.131 53.8 +1.09 54.8 +1.03 0.534

progresiva (%) *
VSL (um/seg) *  89.4+1.24 88.3+1.33 0.567 85.9 + 1.32° 91.8+1.24 0.001
VCL (um/seg) *  187.9 +.86 188.7+1.99  0.786 183.7 +1.98" 192.9 + 1.86° 0.0008
VAP (um/seg)  111.1+.20 110.1+1.29 0572 107.1 +1.28° 114.2 +1.212 0.0001
LIN (%) * 49.9+053*  48.3 +0.56 0.043 48.6 +0.56 49.6 +0.53 0.231
STR (%)*° 80.8 + 0.60 79.3+0.64 0.078 80.0 + 0.64 80.1+0.60 0.953
WOB (%) * 59.9+0.31°  59.0+0.33" 0.042 58.9 + 0.32° 60.0 + 0.31° 0.012
ALH (mm) * 6.9 + 0.08° 7.2 £0.082 0.036 7.0 £0.08 7.1+0.08 0.157
BCF (Hz ) * 39.0+0.24°  37.1+0.26°  0.0001 38.2+0.26 37.9+0.24 0.522
DSL * 37.8+0.60° 35.8+0.64° 0.024 35.3+0.63 38.3 + 0.60° 0.0007
DCL * 80.2 +0.80 78.1+0.86 0.082 76.9 + 0.85" 81.4 + 0.80° 0.0001
DAP 46.9+053* 450057 0.012 44.2 +0.57° 47.7 +0.532 0.0001

* - Peso al momento de la coleccién de semen usada como covariable.
° - Orden progresivo de sesion usada como covariable.
abe _ | etras con diferentes superescritos en la misma fila son diferentes (p < 0.05).

Para los parametros de progresividad cinética espermatica, el indice de linealidad
(LIN) de 49.2% es muy similar al 50.4% reportado por Safaa et al. (2008), pero
superior al 36% observado por Massanyi et al. (2008), y esta dentro del rango de
41 a 59% registrado por Quintero-Moreno (2003). El indice de oscilacion o
balanceo (WOB) de 59.5% es superior al 51.0% observado por Massanyi et al.
(2008), e inferior a los indices 66.9 y 67.8% alcanzados por Lavara et al. (2005)
y Ferrian (2007), respectivamente. El indice de rectitud (STR) de 80.1% es
superior a los registrados por Massanyi et al. (2008) y Safaa et al. (2008) con
valores de STR de 71 y 69.9%, respectivamente. Con respecto a la amplitud
media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH), el valor
de 7.0 um es mayor a los 4.48 y 2.35 um documentados por Massanyi et al.

(2008) y Safaa et al. (2008), respectivamente. La frecuencia de golpe cruzado
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(BCF), expresada en Hz fue 38.1, valor superior a los 23.8 y 7.3 Hz reportados
por Massanyi et al. (2008) y Safaa et al. (2008). La distancia de linea recta (DSL),
distancia curvilinear (DCL) y distancia promedio de trayectoria (DAP), todas
expresadas en Micrones, son raramente incluidas en los trabajos donde
consideran la descripcion de estos parametros. Diferencias en los valores para
los diferentes parametros de motilidad y cinética de movimiento mediante el
sistema CASA entre estudios pueden estar relacionadas a diferencias en la edad,
pesos, genotipo, condiciones ambientales, facilidades de coleccién de semen y
en las metodologias en el procesamiento del semen. Adicionalmente, las
diluciones y tipos de camaras para mediciones (lejas) empleadas en el sistema
CASA estan relacionadas con su profundidad y caracteristicas de adhesividad en
las superficies de las mismas. Massangy et al. (2008) sugiere que el tipo de
camara de evaluacion influye en la fiabilidad de las medidas de los parametros

espermaticos.

De las 14 variables estudiadas relacionadas con la movilidad y cinética de
movimiento espermatico, ocho fueron influenciadas por el tratamiento (p<0.05).
Se encontr6 un efecto (p<0.05) de tratamiento en el porcentaje de
espermatozoides estaticos y motilidad total espermatica. Los conejos
suplementados con polifenoles de té verde presentaron 13.0% mas de
espermatozoides estaticos y 2.6% menor motilidad total que los conejos
controles. Se encontré una tendencia (p=0.131) de la motilidad progresiva a

aumentar en los conejos suplementados (+4.1%).

Dentro de los parametros de velocidad, expresados en um/s, la velocidad
rectilinea espermatica (VSL), velocidad curvilinea (VCL) y la velocidad media
(VAP) de los espermatozoides no fueron influenciadas (p=0.05) por efecto de
tratamiento. No obstante, para los parametros de progresion se encontrd cierta
tendencia (p=0.078) en el indice de rectitud (STR) y en la distancia curvilinea
(DCL) a incrementar en conejos suplementados con polifenoles de té verde, en

un 1.9y 2.7%, respectivamente.
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El tratamiento influyé (p=0.005) en el indice de linealidad (LIN), el indice de
oscilacion (WOB) de las cabezas espermaticas de conejos, la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH), la frecuencia de
golpe cruzado (BCF), la distancia de linea recta (DSL) y la distancia promedio de
trayectoria (DAP). La suplementacion con polifenoles incrementé LIN, WOB,
BCF, DSL y DAP en 3.3, 2.5, 5.1, 5.6 y 4.2%, comparados con conejos controles
respectivamente. En estos ultimos, la ALH fue menor en 4.3%.

Los parametros de motilidad y cinética determinados por el sistema CASA
reflejan una serie de medidas derivadas del analisis del desplazamiento de la
cabeza del espermatozoide a través del tiempo (Valverde y Madrigal-Valverde,
2018) y ha mostrado proveer de informacion adicional acerca de la capacidad
fertilizadora de los espermatozoides del conejo (Lavara et al., 2005). La
estimacion de parametros de motilidad y cinética espermatica en conejos
mediante el CASA han sido correlacionados con la fertilidad (Brun et al., 2002;
Ferrian, 2007). La motilidad esperméatica es considerada como el principal
indicador de la calidad del semen para inseminacion artificial (Mustofa et al.,
2021).

Los incrementos de espermatozoides estaticos y la disminucion de la motilidad
total en conejos suplementados no son claras, pero pudieran ser explicadas en
términos de incrementos en la producciéon espermatica y no como un efecto
adverso por la suplementacién con polifenoles de té verde. En el presente estudio
se encontrd una correlacion negativa (r=-0.230; p<0.0001) entre el porcentaje de
espermatozoides estaticos y la concentracién esperméatica por eyaculado. A
mayor concentracion espermatica mayor presencia de espermatozoides
estaticos. De la misma forma, la motilidad total se correlacion6 positivamente
(+0.230; p<0.0001) con la concentracion espermatica por eyaculado. A mayor

concentracion espermatica los porcentajes de motilidad total se reducen.

Los conejos suplementados con polifenoles de té verde mostraron cierta
tendencia (p=0.131) de mejora en la motilidad progresiva. EI movimiento
progresivo mostré estar correlacionada positivamente (p=0.0001) con los
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siguientes parametros de velocidad: VCL (r=+0.164), VSL (r=+0.795) y VAP
(r=+0.431). Para el caso de los parametros de progresion, la motilidad progresiva
también se correlaciona positivamente (p=0.0001) con LIN (r=+0.760), WOB
(r=+0.624) y STR (r=+0.733), y negativamente con ALH (r=-0.397).

No se encontraron diferencias (p<0.05) entre los conejos suplementados con
polifenoles de té verde y los controles para los parametros de velocidades
espermética VCL VSL y VAP, los cuales mostraron valores de velocidades altas
pero similares. Sin embargo, los parametros de progresion de movimiento LIN,

WOB y STR fueron superiores en los conejos suplementados.

La frecuencia de golpe cruzado de las cabezas de los espermatozoides (BCF),
expresada en Hz, en conejos suplementados fue mayor y estadisticamente
diferente (p=0.0001) del grupo control. Estudios en verracos han mostrado que
esta variable esta asociada con el patrén de movilidad del flagelo espermatico y
los entrecruzamientos de las trayectorias curvilineas y lineales (Sellés et al.,
2003), pero que la estimacidén de este parametro esta correlacionada con el
namero de imagenes por segundo que se pueden visualizar con el sistema
CASA. En el presente estudio, el nimero de imagenes por segundo fue de 35.
Grieblov4, Pintus y Ros-Santaella (2017) sostienen que, en verracos las variables
VSL, VAP y BCF estan asociadas con la integridad de la membrana, por lo que
espermatozoides con membranas integras podrian promover un movimiento

rapido, lo que facilita la progresion del espermatozoide hasta el ovocito.

El contenido de polifenoles contenidos en el extracto de té verde utilizado en el
presente estudio fue alto (90%), con un porcentaje de 45% de epigalocatequina.
La mejora en la motilidad progresiva coincide con los hallazgos encontrados por
Lombardo et al. (2011), quienes al suplementar epigalocatequina en humanos
con prostatitis crénica observaron un efecto positivo, asociado con una
disminucién del estrés oxidativo generado por un proceso inflamatorio, ya que
este polifenol tendria efectos antioxidantes frente a la produccion de citoquinas y
a la enzima COX-2, que acelera la formacion de sustancias que causan
inflamacion. Ademas, a nivel fisiologico la epigalocatequina ha mostrado inhibir
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la proliferacion de células T primarias en ratones, lo cual disminuiria el estrés

oxidativo por leucoespermia (Wu et al., 2009).

Hatasa et al. (2016) consideran que el tejido testicular es propenso a sufrir por la
accion de los radicales libres y por la presencia de un estrés oxidativo, debido a
las altas tasas de division celular y consumo de oxigeno, asi como a la baja
presion de oxigeno, lo que ocasiona un debilitamiento de los vasos sanguineos
y como consecuencia a altos niveles de acidos grasos insaturados. Ademas, las
propiedades antioxidantes de los polifenoles del té verde pueden estar
reduciendo la inflamacion y la fragmentaciéon del DNA, incrementando la
viabilidad y motilidad seminal (Asadi et al., 2017). La concentracion antioxidante
de los polifenoles ha mostrado estar correlacionado con los niveles esperméticos
y la motilidad (Sreejaya & Nirmala, 2016). Por otro lado, se ha sugerido
(Roychoudhury, Agarwal, Virk, & Chak-Lam, 2017) que los altos niveles de ROS,
las mutaciones de ADN mitocondrial y el alto nivel de fragmentacion de ADN
espermético reducen la produccion de ATP, por lo que termina afectando la
motilidad del esperma; no obstante, los presentes resultados sugieren que existe
una disminucion en los radicales libres a causa de los polifenoles contenidos en
el té verde, por lo que no existe un dafio en la mitocondria. Entonces, si la
mitocondria no se encuentra dafiada, esto puede derivar en un mejor
aprovechamiento del ATP por el espermatozoide, lo que termina por mejorar las

caracteristicas de movilidad y cinematica.

Los resultados del presente estudio sugieren que los polifenoles del té verde
pudieran estar favoreciendo, por sus capacidades antioxidantes, la integracion
de las membranas celulares. La peroxidacion lipidica provoca la pérdida de la
integridad de la membrana, lo cual interrumpe la funcién celular y dafia la
motilidad de los espermatozoides al inducir apoptosis (Rahman et al., 2018). El
mismo autor reporta que las propiedades antioxidantes del té verde disminuyen
la fragmentacion de ADN y los procesos inflamatorios aumentando la motilidad

espermatica.

39



No se encontraron efectos (p>0.05) de orden de eyaculado en las caracteristicas
de movimiento y de cinematica LIN, STR y BCF. Sin embargo, los valores de
cinemética de movimiento en los segundos eyaculados fueron superiores
(p<0.05), dados por incremento en VSL (6.9%), VCL (5.0%), VAP (6.6%), WOB
(1.9%), DSL (8.5%), DCL (5.8%) y DAP (7.9%). Ademas, se observa que la
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH)
tiende (p=0.07) a ser mayor en los segundos eyaculados que los primeros; esta
diferencia entre primer y segundo eyaculado se ha encontrado en estudios
anteriores, y probablemente se deba al envejecimiento de los espermatozoides
(Axnér, Strom, & Linde-Forsberg, 1997).

Ninguna de las caracteristicas de motilidad y cinematica de movimiento
espermaético fue influenciada (p>0.05) por la interaccion entre tratamiento y
orden de eyaculado.

3.3.4. Morfologia espermaticay potencial reproductivo

El efecto de tratamiento y orden de eyaculado en las caracteristicas morfol6gicas

espermaticas y potencial reproductivo se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Medias de cuadrados minimos (+ error estandar) para el efecto de
tratamiento y orden de eyaculado en la morfologia espermatica y potencial
reproductivo en conejos Nueva Zelanda Blanco.

Tratamiento Orden de eyaculado

Caracteristicas Con té verde Sin té verde Valor- P Primero Segundo Valor- P

N = 360 N =316 N =319 N = 357
Morfologia espermatica
Espermatozoides 84.5 +0.89 83.9+0.95 0.634 84.0+0.95 843+0.90  0.795
normales (%) °
Espermatozoides con 5.1+0.43 5.9 +0.46 0.237 55+0.46  55+0.43 0.983
cola doblada (%) °
Espermatozoides con cola 3.2+0.25 3.2+0.27 0.999 31+027 33+0.26 0.632
enrollada (%) °
Espermatozoides con gota 4.9+0.25 5.1+0.27 0.418 51+026  4.9%0.25 0.471
distal (%)
Espermatozoides con gota 2.3+0.142 1.9 +0.14° 0.031 22+014  1.9+0.14 0.156

proximal (%) °

Potencial reproductivo
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No. de espermatozoides

normales motiles 71.8 +3.07 64.3 +3.29 0.097  93.1+3.28° 43.1+3.09° 0.0001
progresivos/eyaculado
(x108)°

Numero de dosis para 14.4 +0.61 12.9 + 0.66 0.097 18.6+0.65° 8.6+0.62° 0.0001

inseminacion artificial °

* - Peso al momento de la coleccién de semen usada como covariable.
° - Orden de sesion usada como covariable.
abc - |_etras con diferentes super-indices en la misma fila son diferentes (P < 0.05).

El porcentaje de espermatozoides anormales en este estudio (15.8%) se
encuentra dentro del rango entre 4.0 y 23.5% documentado por varios autores
(Quintero-Moreno, Rigau, & Rodriguez-Gil, 2003; Rodriguez, 2016; Vicente et al.,
2000), y estan de acuerdo que la fertiidad no se ve afectada cuando los
porcentajes de anormalidades se sitian entre el 20 y 25%. Los porcentajes
promedios de gotas citoplasmaticas distales y proximales observadas en el
presente estudio fueron de 5.0 y 2.1%, respectivamente. La sumatoria de estas
anormalidades corresponden a 7.1% que se encuentran ligeramente por debajo

del 10.1 para generacion de lineas genéticas de conejos (Rodriguez, 2016).

Los porcentajes de espermatozoides normales, con colas dobladas, colas
enrolladas y gota distal no fueron influenciados por el tratamiento (p>0.05). Sin
embargo, la presencia de espermatozoides con gotas citoplasmaticas proximales
en conejos suplementados con polifenoles de té verde fue mayor que el
tratamiento control (p=0.031; +21.0%). Sin embargo, los mecanismos por los
cuales el suplemento aumenta esta anormalidad no son claros y requieren ser

investigados.

Las gotas citoplasmaticas distales tienen poca relevancia para la fertilidad; sin
embargo, las proximales en altos porcentajes indican una alta inmadurez
asociados con falta de maduracion durante su paso por el epididimo,
degeneracion o hipoplasia testicular (Ferrero, Torretta, & Rabaglino, 2010; Yaniz,
Soler, & Santolaria, 2015). Estudios han mostrado que los niveles de fertilidad se
ven afectadas cuando en las dosis seminales hay presencia de 30% de
espermatozoides con gotas citoplasmaticas proximales (Rodriguez, 2016).
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No se observaron efectos (p>0.05) del orden de eyaculado en los porcentajes de
colas dobladas, colas enrolladas y de presencia de gotas citoplasmaticas
distales. Sin embargo, los primeros eyaculados presentaron una mayor
proporcién de espermatozoides con colas dobladas que los segundos (+15.6%),
aungue las diferencias no fueron significativas (p=0.156). Se encontr6 un efecto
(p=0.0001) del orden de eyaculado en el potencial reproductivo. Los primeros
eyaculados produjeron 50 millones mas de espermatozoides normales motiles
progresivos por eyaculado (+116.0%), y 10 dosis potenciales mas para
inseminacién que los segundos eyaculados (+116.3%). Las caracteristicas
morfologicas y de potencial reproductivo no mostraron estar afectadas (p>0.05)

por la interaccién entre tratamiento y orden de eyaculado.

Al final, los conejos suplementados con polifenoles de té verde con dosis de 50
mg por kilogramo de peso vivo por dia en el agua de bebida durante cinco dias
antes de la coleccion de semen produjeron en promedio individual 7.5 millones
mas espermatozoides normales progresivos motiles (+11.7%) y 1.5 mas dosis
para uso en inseminacion artificial (+11.6%). Esto independientemente que los
pesos corporales de los conejos suplementados se hayan visto reducidos. Se
requiere mayor namero de estudios para determinar si los incrementos en las
dosis aqui utilizadas aumentan el comportamiento sexual, la calidad seminal y el
comportamiento reproductivo. Ademas, se requieren también més estudios sobre
biodisponibilidad intestinal de los polifenoles de té verde de acuerdo con
diferentes dosis y formas de administracion, relacionados con la eficiencia

reproductiva de conejos machos.

3.4. Conclusiones

Dados los resultados arrojados por el experimento realizado, se pueden obtener
una serie de conclusiones que podemos clasificar en dos. El primer grupo refiere
aguellas que derivan directamente del contraste teérico con lo observado en los
resultados, mientras que el segundo grupo refiere a una prospectiva de la

investigacion.
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La primera conclusiéon del primer grupo es la notable mejoria en las
caracteristicas seminales (volumen, concentracidn espermatica y motilidad
progresiva), asi como de la cinematica espermatica (LIN, WOB, BCF, DSL, DAP)
de los conejos cuyas aplicaciones pueden contribuir significativamente a la
innovacion en produccion cunicola al reducir costos en alimento, enfermedades
por hacinamiento e infraestructura, lo que es consistente con el estado de la

cuestion del presente trabajo.

La segunda conclusién que podemos derivar de los resultados consiste en que
la suplementacién de conejos con polifenoles de té verde puede contribuir a
superar las condiciones estacionarias criticas de cada afio, lo que abona a
aumentar la rentabilidad de los negocios cunicolas, puesto que se mantiene
constante el canal de produccion. Esto es de vital relevancia para la esfera social
y econdmica de los estados productores puesto que los negocios cunicolas han
visto con el paso del tiempo reducir su mercado hasta casi desaparecer. Por
tanto, esta investigacién se alinea con los objetivos de la agenda 2030 de la ONU
al contribuir con una base cientifica en la elaboracion de alternativas sostenibles

y sustentables para alcanzar la seguridad alimentaria.

La segunda conclusién prospectiva consiste en la literatura citada donde se
indica que el té verde puede tener una gran variedad de efectos en los distintos
sistemas del organismo, por lo que futuras investigaciones podrian contrastar los
efectos del té verde en sistemas como el inmune, cardiaco, renal, nervioso, entre
otros mas. Otra gran avenida de investigacion consiste en estudiar los efectos
del té verde en carne de canal para determinar aspectos de calidad, vida de
anaquel, etcétera. Ademas de lo anterior, una linea de investigacion, por demas
importante, consiste en la dificultad que puede significar para el productor
calcular y manipular las dosis para la suplementaciéon, por lo que se requiere
innovar, incluso emprender, en las formas de presentacion de las dosis para

facilitar al productor esta labor.

Finalmente, este estudio se centra en la produccién cunicola, sin embargo, la
presente investigacion da cuenta de la factibilidad de reproducir el mismo
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experimento en otras especies de produccién, puesto que poco se ha encontrado

en la literatura y puede constituir toda otra linea de investigacion mas amplia.
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4. APENDICES

Apéndice 1. Configuracion del sistema CASA.

Limites de analisis Valor
Porcentaje minimo de motilidad 0
Porcentaje minimo de motilidad progresiva 0

Calibracion
Objetivo Zeiss 10x CM-040GE:
Magnificacion del objetivo X 1.2
Magnificacion del objetivo Y 1.2

Céamara
Exposicion (Ms) 16
Integrado habilitado Verdadero
Tiempo integrado 1000

Deteccion de células
Elongacion maxima (%) 100
Elongacion minima (%) 1
Minimo brillo de la cabeza espermética 153
Tamafio maximo de la cabeza 91
Tamafio minimo de la cabeza 4
Filtro estatico de la cabeza Falso
Brillo minimo de la cola 255
Desplazamiento automéatico del brillo minimo de la cola 10
Modo de brillo minimo de la cola Manual

Cémara espermatica
Correcciones capilares 1.3
Profundidad de la camara (um) 20
Tipo de camara Capilaridad

lluminacién

Tipo de iluminacion

Fluorescencia

Intensidad de la fluorescencia 3996
Intensidad visible 2953
Fotdmetro méaximo 90
Fotémetro minimo 70
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Apéndice 2. Configuracion sistema CASA para cinematica de movimiento

espermatico.

Cinematica Ajuste
indice de rectitud (STR) progresiva (%) 80
Velocidad promedio de trayectoria (VAP) progresiva (um/s) 50
VAP lento (um/s) 20
Velocidad rectilinea (VSL) lenta (um/s) 30
Algoritmo estatico Largo
VAP estatico (um/s) 4
VSL estatico (um/s) 1
Multiplicador de ancho estatico 0.5

Morfologia
Intervalo de confianza del Reflejo de la pieza media distal (DMR) (%) 25
DMR Méaximo de la gota a la cola (um) 5
DMR Longitud méaxima de la cola (um) 20
Intervalo de confianza de las gotas (%) 20
Distancia minima de gota distal (um) 4
Largo de la cabeza gota proximal (um) 10.5
Largo minimo de la cola (um) 0
Largo promedio angular de la cola doblada
Tasa minima de doblamiento angular 5
Intervalo de confianza de las colas dobladas (%) 50
Angulo minimo de la cola enrollada (°) 180

Intervalo de confianza de la cola enrollada (%) 50

Intervalo de confianza de la cola (%) 75
Estado

Estado de temperatura 37

Categoria Viadent
Esperma viable fluorescencia Viable

Captura de video
Velocidad del marco de captura (Hz) 1
Conteo del marco 30
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