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RESUMEN

Se evalud la capacidad antioxidante y la calidad post-descongelacién del semen equino
criopreservado con quercetina y ergotioneina. Nueve eyaculados provenientes de tres
caballos criollos colombianos se criopreservaron bajo tres tratamientos: ergotioneina (100
uM), quercetina (100 uM) y control (sin antioxidante). Posteriormente a la descongela-
cién se evaluaron los siguientes pardmetros: la capacidad antioxidante total (CAT) del
semen mediante el ensayo del dcido 2,2"-azino-bis-[3-etilbenzotiazolina]-6-sulfénico
(ABTS™); la movilid ad total (MT); la movilidad progresiva (MP); la hiperactividad
(HA) y las velocidades curvilinea (VCL), lineal (VSL) y media (VAP) mediante el sistema
computarizado SCA®; ademds, la integridad estructural de la membrana y la integridad
acrosémica por microscopia de fluorescencia mediante las sondas SYBR/IP y FITC/
PNA, respectivamente; la morfologia mediante la tincién eosina-nigrosina y la integridad
funcional de membrana a través de la prueba hipoosmética (HOS). Se realiz el ajuste
de modelos lineales generalizados (GLM) y la comparacién de medias por Tukey. La
CAT (pmol trolox/ml) del semen descongelado fue superior para la ergotioneina (4,0 +
0,3) y la quercetina (3,9 + 0,4), respecto del control (2,6 + 1,5). Parala MT se encontrd
una media superior para la ergotioneina (70,3 + 11,2 %), respecto a la quercetina (63
+ 10,5 %) y al control (66,1 £ 11,2 %) (P < 0,05). Para MP, HA, VCL, VSL y VAD, el
tratamiento control presenté valores superiores a los tratamientos con antioxidantes (P
< 0,05). Se concluye que la ergotioneina y la quercetina incrementan la CAT e influyen
sobre la movilidad y la cinética post-descongelacién del semen equino.
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ANTIOXIDANT CAPACITY AND POST-THAW QUALITY OF STALLION
SEMEN CRYOPRESERVED WITH QUERCETIN AND ERGOTHIONEINE

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antioxidant capacity and post-thaw quality of
stallion semen cryopreserved with quercetin and ergothioneine. Nine ejaculates from
three Colombian Creole horses were cryopreserved under three treatments: ergothioneine
(100 uM), quercetin (100 pM) and control (no antioxidant). Post-thaw were evaluated
the parameters: total antioxidant capacity (TAC) of semen through the acid test of
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azino 2,2’-bis[3-ethylbenzothiazoline]-6-sulfonic acid (ABTS"™); total motility (MT),
progressive motility (MP), hyperactivity (HA) and curvilinear (VCL), linear (VSL)
and average path (VAP) velocities by the computerized system SCA®; structural
membrane integrity and acrosome integrity by fluorescence microscopy using SYBR
/1P and FITC / PNA probes, respectively; morphology by eosin-nigrosin staining and
functional membrane integrity by hypoosmotic swelling test (HOS). The adjustment
of generalized linear models (GLM) and comparison of means by Tukey was perfor-
med. The TAC (pumol trolox/ml) of thawed semen was higher for ergothioneine (4.0
+ 0.3) and quercetin (3.9 + 0.4), compared to control (2.6 £+ 1.5). For MT a higher
average for ergothioneine (70.3 £ 11.2%) compared to quercetin (63 + 10.5%) and
control (66.1 + 11.2%) was found (P < 0.05). For MP, HA, VCL, VSL and VAP, the
control showed higher values compared to the antioxidant treatments (P < 0.05). It
is concluded that ergothioneine and quercetin increased the TAC and have influence

INvESTIGACION

on post-thawed motility and kinetics of stallion semen.

Keywords: antioxidants, semen cryopreservation, oxidative stress.

INTRODUCCION

Pese a los avances en la criopreservacion de
células espermdticas, el desarrollo de esta
biotecnologia para la especie equina, ha
avanzado lentamente (Kirk ez a/. 2005). Es
evidente la variacién en la congelabilidad
del semen entre los diferentes reproduc-
tores (Neira ez al. 2007), de tal forma que
solo entre el 30% y el 40% de los caballos
producen semen que puede criopreservarse
(Angel y Bran 2010).

La criopreservacion de las células re-
productivas produce un incremento en
la produccién de especies reactivas de
oxigeno (EROs) y la reduccién de su
capacidad antioxidante, lo cual origina
una condicién denominada ‘estrés oxi-
dativo’ (Tatone ez 2/. 2010). Las EROs
son responsables de causar dafo a las
membranas de los espermatozoides y
de la fragmentacién de su ADN, entre
otros factores que influyen en la fertilidad
(Langoni ez al. 2015). El semen equino
es conocido por su susceptibilidad a la
peroxidacién lipidica, a causa de su alto
contenido de dcidos grasos poliinsaturados
(Macias-Garcia ez al. 2011). Sin embargo,

otros componentes celulares como pro-
teinas, dcidos nucleicos y azidcares, son
blancos potenciales del estrés oxidativo
(Agarwal ez al. 2008).

Las alteraciones estructurales de los
espermatozoides equinos durante la
criopreservacién se han relacionado con
la peroxidacién de los lipidos y la oxidacién
de las proteinas. Incluso se ha propuesto
la evaluacién de estos procesos como
un método util para la identificacién
de machos con problemas de fertilidad
(Morte et al. 2008). De otro lado, el
plasma seminal equino contiene diversas
moléculas antioxidantes (Ortega-Ferrusola
et al. 2009); sin embargo, este fluido bio-
l6gico es cominmente removido durante
los procesos de criopreservacion seminal
(Moore et al. 2005), haciendo necesaria
la suplementacién de los diluyentes con
antioxidantes (Barros ez /. 2012; Lisboa
et al. 2012).

Dos moléculas antioxidantes, la er-
gotioneina y la quercetina, han gene-
rado interés por sus efectos favorables
durante la congelacién de espermatozoides

(Gibb ez al. 2013; Najafi ez al. 2014).
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La ergotioneina puede formarse por mi-
croorganismos, como un tiol de bajo peso
molecular, que se encuentra presente en
fluidos como el plasma seminal, en células
como los eritrocitos y en érganos como
el rinén y el higado, e incluso estd pre-
sente en hongos comestibles (Kaneko ez
al. 1980; Hartman 1990; Tepwong 2012).
El plasma seminal equino contiene una alta
concentracion de ergotioneina (Metcalf ez
al. 2008). Esta molécula es considerada
como altamente antioxidante, tiene la
capacidad de neutralizar moléculas de
oxigeno (Dahl ez al. 1988), radicales hi-
droxilo (Akanmu ez al. 1991) y radicales
peroxilo (Asmus ez al. 1996). En semen
de carnero, la ergotioneina ha mejorado la
movilidad de los espermatozoides someti-
dos a periodos cortos de almacenamiento
a 5°C (Yildiz y Dagkin 2004). Su adicién
en el diluyente de congelacién para el
semen equino, ha permitido mejorar la
calidad espermatica post-descongelacion
(Metcalf et al. 2008).

Por su parte, la quercetina es un
flavonoide antioxidante que suprime
la formacién del ion superdxido y los
quelatos de hierro, ademds de inhibir la
formacién de radicales peroxilipidicos
(Afanas’ev eral. 1989). En el semen equi-
no, reduce la peroxidacién lipidica de los
espermatozoides durante la congelacién
y evita su capacitacién prematura antes
de la inseminacién artificial (McNiven
y Richardson 2006). Gibb ez a/. (2013)
encontraron que la quercetina mejora
la movilidad y la habilidad de unién a
la zona pelicida de los espermatozoides
equinos congelados, ademds de ser util
en la reduccién de la fragmentacion del
ADN en el semen sexado.

A pesar de las investigaciones realizadas,
poco se conoce sobre la influencia que la
ergotioneina y la quercetina ejercen sobre
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la capacidad antioxidante total (CAT) del
semen criopreservado, lo cual ha limitado
los diferentes estudios respecto de la evalua-
cién de las alteraciones espermdticas y su
impacto sobre la fertilidad. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la capacidad
antioxidante y la calidad post-desconge-
lacién del semen equino criopreservado
con quercetina y ergotioneina.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y evaluacion seminal

Se utilizaron tres caballos criollos colom-
bianos (Equus caballus) procedentes del
Valle del Aburrd (Antioquia, Colombia)
para la recoleccién de nueve eyaculados
mediante el método de vagina artificial.
Los animales, entre 4 y 8 anos de edad,
fueron sometidos a un régimen de minimo
una colecta semanal, con fertilidad com-
probada por crias nacidas vivas y con una
condicién corporal de 6 a 7 (escala 1-9). El
semen colectado se diluyé en proporcién
1:1 en un diluyente comercial (Equiplus®,
Minitube) a 37°Cy luego se transporté en
un dispositivo de refrigeracién (Equitai-
ner®, Hamilton Research Inc). Se evalué
la concentracién espermdtica mediante
espectrofotometria (Spermacue®, Mini-
tube) y la movilidad por microscopia de
contraste de fase (Eclipse E200°, Nikon
Inc.). Solo se procesaron los eyaculados con
un minimo de 100 x 10° espermatozoides/
ml y 60% de movilidad total.

Tratamientos de criopreservacion

La criopreservacion del semen se realizé
mediante un protocolo modificado de
congelacién (Bustamante ez a/. 2009).
El semen se centrifugd a 1.200 g por 12
minutos y el precipitado se resuspendi6
para conseguir una concentracién final
de 100 x 10° espermatozoides/ml, en el
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mismo diluyente empleado para el trans-
porte (EquiPlus®, Minitube), suplemen-
tado con 5% de N, /N-dimetilformamida
(Sigma-Aldrich) y 5% de yema de huevo
centrifugada. La yema centrifugada se
prepar6 de acuerdo con lo descrito por
Nouri et al. (2013), paralo cual se diluyé
en una proporcion de 3:1 en agua ultra
pura y se centrifugé a 1.600 g durante
99 minutos.

Luego, cada eyaculado se separé en
tres alicuotas y se suplementé con los
tratamientos: L(+)ergotioneina (100 uM,
Sigma-Aldrich®), quercetina (100 uM,
Sigma-Aldrich®) y control (sin antioxi-
dante). El semen de cada tratamiento
se mantuvo en refrigeracién a 5°C por
30 minutos y luego se empacé en paji-
llas de 0,5 ml (MRS1 Dual V2°, IMV
Technologies). Las pajillas se sometieron
a vapores de nitrégeno liquido por 15
minutos y se almacenaron durante un
mes en un tanque para nitrégeno liquido

(IMV Technologies).

Evaluacion seminal
post-descongelacion

Evaluacion de la capacidad
antioxidante total (CAT)

Se empled el ensayo de decoloracién del
radical catiénico ABTS™ (4cido 2,2"-azi-
no-bis-[3-etilbenzotiazolina]-6-sulfénico),
el cual mide la habilidad relativa de un
antioxidante para atrapar el radical ABTS™
generado en una solucién acuosa. Este
ensayo se realizé de acuerdo con lo des-
crito por Arts ez al. (2004) y Rojano ez al.
(2010). Para cada eyaculado se evaluaron
tres pajillas con semen descongelado por
tratamiento. El radical ABTS™ se generé
por la oxidacién de 3,5 mM de ABTS
con 1,25 mM de persulfato de potasio.
Se emplearon 10 pl de semen y 990 pl

INvESTIGACION

de la solucién del radical ABTS™. Luego
de 30 minutos de reaccidn a temperatura
ambiente y en la oscuridad, se midié en un
espectrofotémetro (6405 UV/Vis, Jenway)
el cambio en la absorbancia respecto a una
solucién de referencia compuesta por 10 pl
de solucién buffer y 990 pl de la solucién
del radical ABTS". Después de 24 horas
de reaccién, se ajusté la absorbancia con
PBS a pH 7,4 hasta 0,70 unidades, a
una longitud de onda de 732 nm y se
compardé frente a una curva patrén con
Trolox ° Como interpretacién del ensayo,
la disminucién de la coloracién de la so-
lucién con el radical ABTS™ se atribuye
a la reduccién de dicho radical por efecto
de los antioxidantes de la muestra.

Movilidad espermatica

Se evalué mediante el sistema Sperm Class
Analizer (SCA °, Microptic S.L.) de acuer-
do alo descrito por Restrepo ez al. (2013).
Se utilizé un microscopio de contraste de
fase (Eclipse E200 ° Nikon, Inc) con una
cdmara digital (Scout SCA780 °, Basler).
Se evaluaron los pardmetros: movilidad
total (MT), movilidad progresiva (MP),
velocidad rectilinea (VSL), velocidad cur-
vilinea (VCL), velocidad media (VAP) e
hiperactividad (HA).

Integridad estructural de la
membrana plasmatica (IEM)

Se evalué utilizando el procedimiento
descrito por Gamboa ez 4l. (2010), con el
kit Live/Dead °(Molecular Probes Inc). Se
suspendieron 200 pl de la muestra esper-
mitica en solucién Hanks Heppes (HH)
con 1% de albimina sérica bovina (BSA),
para una concentracién aproximada de
20 x 10° espermatozoides/ml. Luego, la
mezcla se incubé a 37°C por 8 minutos,
con 6 mM de SYBR-14. Seguidamente
se incubéd de la misma manera, con 0,48
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mM de yoduro de propidio (IP). A con-
tinuacién, a partir de una muestra de
5 pl, se realiz6 el conteo de 200 esper-
matozoides mediante un filtro UV-2A de
un microscopio E200 ®con fluorescencia

HBO (Nikon Inc.).

Integridad acrosomica (IA)

Se evalué mediante el uso de la sonda
fluorescente FITC-PNA °(Sigma-Aldrich),
de acuerdo con lo descrito por Rathi ez 4.
(2001). Se realizé un extendido de cada
muestra, el cual se fij6 por 10 minutos
con etanol al 95%. Luego se dejé secar
a temperatura ambiente y se agregaron
25 pl de FITC-PNA °(5 pg/ml) en solucién
buffer fosfato (PBS). Cada extendido se
guardé en la oscuridad por 30 minutos y
posteriormente se lavé con agua destilada.
Se evaluaron 200 espermatozoides usando
un filtro G-2A, de un microscopio E200 °
con fluorescencia HBO (Nikon Inc.).

Integridad funcional de la membrana
plasmatica (HOS)

Se determiné mediante la prueba hi-
poosmotica (HOS) (Neild ez al. 1999).
Se tomaron 100 pl de semen y se adi-
cionaron a un tubo con 500 pl de una
solucién hipoosmética de sacarosa 5,4%
(100 mOsmol/l). Esta mezcla se incubé a
38,5°C por 30 minutos y luego se evalué
mediante microscopia de contraste de fase
(Eclipse E200 °, Nikon Inc.), la reaccién
de 200 espermatozoides.

Morfologia espermatica (MN)

Se evalué mediante la tincién con eosi-
na-nigrosina (Barth y Oko 1989). Sobre
un portaobjetos se deposit6 una gota de
muestra y una gota de eosina-nigrosina
(Sigma-Aldrich). Ambas gotas se mez-

claron y se realizd un extendido, el cual
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se f1j6 sobre una platina térmica a 37°C.
Se realizé la evaluacién de la morfologia
de 200 espermatozoides en un microsco-
pio de contraste de fase (Eclipse E200°,
Nikon Inc.).

Analisis estadistico

Se realizé el ajuste de modelos lineales
generalizados (GLM) para cada variable.
Se incluyé el efecto fijo del tratamiento
y el efecto fijo del eyaculado anidado
dentro del equino. Mediante un andlisis
de correlacién de Pearson, se realizé la
definicién de covariables, asi como la
evaluacion de la relacién entre la CAT
y los pardmetros espermdticos. Se com-
probé la normalidad de los datos a través
de la prueba de Shapiro-Wilk. Se realizé
la comparacién de las medias mediante
la prueba de Tukey. Todos los anilisis se
estimaron usando el programa SAS 9.2°

(SAS Inst. Inc., Cary, NC).

RESULTADOS

La evaluacién de la capacidad antioxidan-
te total (CAT) del semen descongelado
mediante la metodologia ABTS™, arrojé
como resultado valores de 2,6 + 1,5 pmol
trolox/ml, 3,9 + 0,4 pmol trolox/ml y 4,0
+ 0,3 pmol trolox/ml, para los tratamien-
tos control, quercetina y ergotioneina,
respectivamente. Se observé diferencia
en los niveles de CAT, siendo superiores
para las muestras suplementadas con los
antioxidantes respecto del control (P <
0,05). Los resultados del control presenta-
ron un mayor nivel de variabilidad frente
a los de la quercetina y la ergotioneina,
con coeficientes de variacién (CV) de
59,1%, 10,7% y 7,1%, respectivamente.
Para el modelo estadistico ajustado para
esta variable dependiente, se encontrd
un coeficiente de determinacién (R?) de
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0,60. El efecto fijo del tratamiento, asi
como el efecto fijo del eyaculado anidado
dentro del equino fueron significativos
(P < 0,05). Se encontr6 una media para
la variable de 3,50 + 1,1 umol trolox/ml
de semen y un coeficiente de variaciéon
(CV) del 22,3%.

La Tabla 1 presenta los resultados de
la evaluacién seminal post-descongelacién
para cada tratamiento. El efecto fijo del
tratamiento, asi como el efecto anidado
del eyaculado dentro del equino, fueron
significativos para todas las variables (P <
0,05), a excepcién de la integridad acrosé-
mica (P > 0,05). Se hallaron coeficientes
de correlacién negativos y significativos
(P < 0,05) entre la CAT y los pardmetros
MP (r = -0,53), VCL (r = -0,49), VAP
(r = -0,38) y HA (r = —0,51). Para los
pardmetros de movilidad espermdtica
solo se observé un efecto significativo y
superior de ambos antioxidantes para la

INvESTIGACION

MT (P < 0,05), mientras para la MP, en los
pardmetros cinéticos (VCL, VSL y VAP)
y la hiperactivacién espermdtica (HA),
se encontré superioridad del tratamiento

control (P < 0,05).
La Figura 1 presenta los resultados de

integridad estructural y funcional de los
espermatozoides criopreservados bajo los
diferentes tratamientos. Para la integridad
estructural (IEM) y funcional (HOS) de
la membrana plasmdtica, la quercetina
mostré resultados inferiores al control y
a la ergotioneina (P < 0,05). Sin embar-
go, entre estos ultimos antioxidantes no
se encontraron diferencias para ambos
pardmetros (P < 0,05). Parala MN y la
IA no se encontraron diferencias entre el
control y los antioxidantes evaluados (P
< 0,05), sin embargo, la MN del semen
suplementado con ergotioneina fue supe-
rior a la encontrada para el tratamiento
con quercetina (P < 0,05).

TABLA 1. Evaluacion seminal post-descongelacion por tratamiento.

Parametro n Control Ergotioneina Quercetina
MT (%) 45 66,07 + 11,16° 70,35+ 11,212 63,01 + 10,54¢
MP (%) 45 47,42 +10,80° 44,30 + 8,35 41,16 + 9,48°
VCL (um/seg) 45 97,82 + 12,982 87,71 +7,80° 91,91 + 8,92°
VSL (pm/seg) 45 48,87 +9,34° 41,65 + 7,64 43,23 + 9,66°
VAP (um/seg) 45 69,97 + 11,082 60,76 + 8,37° 62,55 + 10,53
HA (%) 45 21,43 + 6,60° 18,59 + 4,08 19,43 + 5,20

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. n: nimero de pajillas evaluadas por tratamiento.
Movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL), velocidad lineal (VSL), velocidad

media (VAP), hiperactividad (HA).

Letras diferentes denotan diferencia estadistica (P < 0,05).
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FIGURA 1. Integridad estructural y funcional de semen equino criopreservado. IEM: Integridad
estructural de membrana plasmatica. MN: morfologia normal. HOS: integridad funcional de membrana
plasmatica. IA: integridad acrosomal. Letras diferentes denotan diferencia estadistica (P < 0,05).

DISCUSION

La criopreservacion de células reproduc-
tivas produce un incremento en la pro-
duccién de EROs (Tatone ez a/. 2010).
Cuando los mecanismos antioxidantes
son incapaces de contrarrestar el exceso de
EROs se produce estrés oxidativo (Aitken
2006). Esta condicién induce en las células
espermdticas cambios en la fluidez de la
membrana y alteracién de la actividad
enzimdtica, lo cual genera la reduccién de
la movilidad, la viabilidad y la capacidad
fecundante de los espermatozoides (Najafi
etal. 2014).

La remoci6n del plasma seminal duran-
te la criopreservacién del semen equino,
produce la pérdida de antioxidantes enzi-
mdticos y no enzimaticos, que protegen a
los espermatozoides de los efectos nocivos
de las EROs (Waheed ez 2/. 2013). Debido
aesto la principal alternativa para proteger
los espermatozoides del estrés oxidativo

es la adicién de moléculas antioxidantes
exdgenas (Cocchia er al. 2011; Barros
et al. 2012), aunque poco se conoce del
aporte que dichas moléculas a la capaci-
dad antioxidante total (CAT) del semen
criopreservado. Esto ha limitado la evalua-
cién de las alteraciones espermdticas y su
impacto sobre la fertilidad. La evaluacién
de la CAT puede dar més informacién
biolégicamente relevante, que la obtenida
a partir de la medicién de concentraciones
de antioxidantes individuales, dado que la
cooperacion entre los diferentes antioxi-
dantes proporciona una mayor proteccién
contra el ataque de las EROs (Ghiselli ez
al. 2000). Durante la criopreservacién
del semen equino, componentes de los
diluyentes, como la yema de huevo y el
plasma seminal residual, asi como otros
antioxidantes endégenos, podrian apor-
tar a la CAT del semen en dilucién, por
lo cual la evaluacién de esta propiedad
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podria adquirir mayor relevancia. En
plasma seminal equino la evaluacién de
la CAT, mediante la metodologia ABTS,
evidencié una correlacién negativa con
el dano del ADN de los espermatozoides
(Wnuk ez 2/. 2010).

En esta investigacién fue evidente el
aporte de la quercetina y la ergotioneina
a la CAT del semen equino. Para ambas
moléculas se encontré un valor de CAT
superior, respecto al control sin antioxi-
dante (P < 0,05). Asi mismo, se observd
una menor variabilidad en los resultados
para ambos antioxidantes (CV < 20%).
El incremento de la CAT del semen por
efecto de la ergotioneina se observé en un
estudio reciente en semen criopreservado
de carneros, con resultados de 155,1 +
2,7 mM/1,173,9 £ 5,1 mM/ly 250 + 28
mMY/I, para control, ergotioneina al 5> mM
y ergotioneina al 10 mM, respectivamente;
sin embargo, los autores no encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamien-
tos para diferentes pardmetros de calidad
seminal (P < 0,01) (Yildiz ez /. 2015).

La ergotioneina tiene la capacidad de
proteger los espermatozoides de sustancias
quimicas oxidadas y peroxidadas (Manny
Lutwak-Mann 1981), posiblemente por su
capacidad de neutralizar moléculas de oxi-
geno (Dahl ez 2/. 1988), radicales hidroxilo
(Akanmu ez al. 1991) y radicales peroxilo
(Asmus et al. 1996). El semen de carnero
congelado con 6 mM de ergotioneina
reduce la peroxidacion lipidica (Najafi ez
al. 2014). De otro lado, el aporte antioxi-
dante de la quercetina se relaciona con su
capacidad para suprimir la formacién del
ion superdxido, los quelatos de hierro y
la formacién de radicales peroxi-lipidicos
(Afanas’ev et al. 1989), lo cual explicaria
su capacidad para reducir la peroxidacién
lipidica y evitar la capacitacién prematura
de los espermatozoides equinos durante
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la congelacién (McNiven y Richardson
20006).

Los resultados de calidad seminal en
este estudio muestran un efecto favorable
de la ergotioneina sobre la movilidad
total, con una media superior respecto a
los demds tratamientos (P < 0,05) (Tabla
1), lo cual concuerda con Metcalf ez 4.
(2008) quienes encontraron una mejora
de la movilidad espermdtica post-des-
congelacién usando una suplementacion
al medio de congelacién con 18 uM de
ergotioneina. Sin embargo, todos los de-
mds parimetros de movilidad y cinética
espermdtica evaluados en la presente in-
vestigacién (MP, VCL, VSL, VAP y HA)
presentaron valores superiores para el
tratamiento control (P < 0,05) (Tabla 1).
Lo anterior coincide con Coutinho ez 4/.
(2008) quienes encontraron que el uso de
ergotioneina (0,7, 2,0, 6,0 y 18 mM) en
medios de congelacién de semen equino,
no mejora la movilidad total y progresiva
de los espermatozoides. De igual forma,
en otro estudio no se encontrd efecto de
la ergotioneina (5 y 10 mM) sobre los
pardmetros seminales post-descongelacién
de semen de carneros (Yildiz ez 2/. 2015).

Aun son pocas las investigaciones
donde se reporta el uso de ergotioneina
en semen equino, razén por la cual, los
resultados pueden ser contradictorios.
Sin embargo, a modo de anilisis de los
resultados obtenidos en este estudio, es
importante considerar que las EROs estdn
involucradas en los procesos de capacita-
cién espermdtica (Chi ez al. 2008), por
lo cual serfa posible que la disminucién
de las EROs, por accién de moléculas
antioxidantes, modifique los patrones de
movilidad y cinética espermdtica, incluso
mediante la reduccién de procesos como
la criocapacitacién (Thomas ez a/. 2000).
Un indicador importante en este sentido,
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estarfa dado por la tasa de hiperactivacion
espermdtica, la cual se vio reducida por
la suplementacién con ergotioneina y
quercetina (Tabla 1).

La suplementacién con ergotioneina
de 2 y 4 mM durante la criopreservacién
de semen de carneros presenta resultados
benéficos en los patrones de movilidad
espermdtica, con un incremento en los
porcentajes de movilidad total y progre-
siva, asi como en los pardmetros cinéticos
(VSL, VCLy VAP) de los espermatozoides
(Coyan et al. 2011). De igual forma, la
suplementacién con 10 mM de ergotio-
neina puede mejorar la movilidad pro-
gresiva y la integridad de membrana de
muestras seminales de carnero con pobre
congelabilidad (Ari ez al. 2012). Ambos
estudios difieren en gran medida con lo
encontrado en esta investigacién, donde
aunque se observé un incremento en la
MT, hubo una reduccién tanto en la MP,
como en los pardmetros cinéticos de los
espermatozoides (Tabla 1).

En otro estudio con semen de carnero
se demostré un efecto favorable de niveles
de inclusién entre 2 y 6 mM de ergotionei-
na, sobre la movilidad total, la vitalidad y
la funcionalidad de la membrana (HOS).
Sin embargo, no se encontré efecto sobre
la MP, los pardmetros cinéticos, la capaci-
tacion y reaccién acrosémica, la actividad
de la glutatién peroxidasa (GPx) y las
anormalidades espermdticas (Najafi ez a/.
2014). En coincidencia con la presente in-
vestigacion, se hallé un mejoramiento de la
MT (Tabla 1); sin embargo, en el presente
estudio no se encontré efecto alguno sobre
la integridad funcional (HOS) o la inte-
gridad estructural (IEM) de la membrana
plasmatica; este tltimo pardmetro se asocia
con la vitalidad de los espermatozoides
(Figura 1). Adicionalmente, se encontrd
una mayor proporcién de espermato-
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zoides méviles respecto a aquellos con
membrana plasmdtica integra (IEM), lo
cual podria atribuirse a la deteccién de
alteraciones tempranas de la membrana
que no comprometen necesariamente la
viabilidad espermadtica. En un estudio de
Yeste et al. (2014) se observé este mismo
fenémeno para eyaculados de equinos de
pobre y buena congelabilidad, en los cuales
también se evalud la integridad estructural
de la membrana plasmdtica mediante las
sondas SYBR-14 / IP.

Son escasos los estudios de suplemen-
tacién con quercetina en el semen equino.
La evaluacién de quercetina (0,15 mM)
en la criopreservacién y el sexaje de semen
equino, sobre diferentes pardmetros de
calidad seminal, demostré un incremento
cercano al 5% en la movilidad espermdtica
post-descongelacion, al igual que efectos
favorables sobre la integridad del ADN y
la habilidad de unién de los espermatozoi-
des a la zona peltcida (Gibb ez a/. 2013).
Otros trabajos con el uso de quercetina
en semen de especies como carneros y
humanos, han encontrado efectos como
la reduccién del potencial de membrana
mitocondrial, la movilidad y la vitalidad
(Khanduja ez al. 2001; Silva ez al. 2012).
En la presente investigacién, la querceti-
na generd una reduccién sobre todos los
pardmetros de movilidad evaluados (Tabla
1) e incluso sobre aquellos relacionados
con la integridad de los espermatozoides,
a excepcion de la morfologfa normal y
la integridad del acrosoma (Figura 1).
Esto podria ser generado por un efecto
pro-oxidante observado cuando se uti-
liza la quercetina y otros flavonoides en
diferentes sistemas bioldgicos e incluso
para otros antioxidantes como la vita-
mina C y la vitamina E en condiciones
in vitro. Dicha actividad pro-oxidante es
dependiente de la concentracién y de las

RESTREPO ET AL. ANTIOXIDANT CAPACITY AND POST-THAW QUALITY OF STALLION SEMEN 175

CRYOPRESERVED WITH QUERCETIN AND ERGOTHIONEINE



Rev Med Vet Zoot. 63(3), SEPTIEMBRE - DICIEMBRE 2016: 167-178

condiciones de reaccién que, para el caso
de los flavonoides, corresponden a sistemas
de reaccién Fenton que involucran radi-
cales superdxido o perdxido de hidrégeno
(Johnson y Loo 2000; Kessler y Ubeaud
2003). Adicionalmente en semen humano,
la inhibicién de la movilidad y la vitalidad
por efecto de la quercetina, se ha vinculado
al descenso de la actividad Ca?*-ATPasa
(Khanduja er al. 2001). Los coeficientes
de correlacién negativos hallados para la
CAT con MP, VCL, VAP y HA, de igual
forma indicarfan una relacién inversa
entre dichos pardmetros, como producto
de la suplementacién con ergotioneina y
quercetina.

Una diferencia importante entre los
estudios de suplementacién de semen
con quercetina y ergotioneina, reside en
la amplia variacién en las concentraciones
utilizadas. Ello muestra la necesidad de
implementar investigaciones en las que se
aborde el andlisis del efecto de diferentes
concentraciones de estas moléculas sobre
el estado redox y la capacidad antioxidante
del semen equino.

CONCLUSIONES

La ergotioneina y la quercetina incre-
mentan la capacidad antioxidante total
del semen equino sometido a criopre-
servacion. La ergotioneina genera un
incremento postdescongelacién en la
movilidad total de los espermatozoides
equinos; sin embargo, a las concentra-
ciones utilizadas en el estudio, ambos
antioxidantes producen una reduccién
en la movilidad progresiva y la cinética
espermdtica. De otro lado, la quercetina
tiene un efecto deletéreo post-desconge-
lacién sobre la integridad estructural y
funcional de la membrana plasmdtica de
los espermatozoides equinos.
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