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“Todo poder humano se forma de paciencia y tiempo”

Balzac

“La paciencia es amarga pero sus frutos son dulces”

Rousseau
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VIiI Resumen y abstract

Resumen

La criopreservacion de semen equino facilita su uso en programas de inseminacion
artificial y mejoramiento genético, independientemente de la ubicacion, disponibilidad o
estado del ejemplar equino. Adicionalmente, su uso se ha extendido al desarrollo de
biotecnologias de la reproduccién asistida y a procesos de produccion de embriones tanto
in vivo como in vitro. Sin embargo, con el semen criopreservado se han conseguido tasas
mas bajas de fertilidad comparadas con las obtenidas con semen refrigerado. A nivel
mundial se llevan a cabos multiples estudios enfocados a mejorar los procesos de
congelacion del semen equino y a encontrar sustancias que atenuen los dafios producidos
por el estrés oxidativo y el choque osmético ocasionados por este proceso. Precisamente,
para contribuir al conocimiento sobre moléculas que disminuyan el estrés de la célula
espermatica durante el proceso de congelacién, disminuyendo el dafio a su estructura,
maquinaria molecular y fisiologia, en este trabajo evaluamos el efecto de dos antioxidantes
no enzimaticos, Quercetina (Q) y L-Ergotioneina (E) y un inhibidor de la PKA (H89),
adicionados al diluyente de congelacion seminal, sobre la integridad y funcionalidad
espermatica. Con este fin, en la posdescongelacién, en la primera parte del estudio
evaluamos la cineméatica espermética, la integridad de membrana, y la capacidad de
fertilizacién in vitro. Posteriormente, en la segunda parte se evalué el estrés oxidativo y en
la Ultima fase se evalud la viabilidad, actividad mitocondrial y la estabilidad de la membrana
celular. Se utilizé el analisis espermatico computarizado (CASA), el test hiposmotico, la
fertilizacion heterdloga in vitro, la espectroflurimetria y la citometria de flujo. En los 6 grupos
experimentales evaluados (Control, Q, E, H89, H89Q, HB89E), en el primer estudio se
evidencié que H89 disminuye la hiperactivacion y Q incrementa BCF. Sin embargo, la
combinacion de ambas moléculas altera patrones cinematicos importantes para llevar a
cabo la fertilizacibn. No se observaron diferencias estadisticas significativas entre

tratamientos y el control en otros patrones cinematicos, integridad de membrana o
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capacidad fertilizante. En la segunda parte se encontré que todos los tratamientos, excepto
el H89 disminuyeron la cantidad de especies reactivas de oxigeno en el semen
criopreservado, siendo Q el mejor tratamiento. Por otro lado, todos los tratamientos,
excepto E disminuyeron la peroxidacién lipidica con respecto al control, siendo mejor la
combinacion de H89 y Q. Aunque Q tuvo un efecto positivo en el decrecimiento de la
peroxidacion lipidica, su combinacion con H89 mostré una reduccion mayor, sugiriendo un
efecto sinérgico con el H89. Por su parte, en la fase final se encontré que la combinacion
H89 + E tuvo una tendencia a mejorar la actividad mitocondrial alta. Sin embargo, ninguno
de los seis tratamientos evaluados tuvo efecto estadistico significativo sobre la estabilidad
de membrana, la viabilidad, contenido o captacién de calcio y actividad mitocondrial. Con
estos resultados se concluyé que la Q y E actian como antioxidantes de manera
diferencial para la proteccion del espermatozoide durante la criopreservacion.
Adicionalmente se encontr6 que la combinacibn Q y E con H89 muestra efectos
contrastantes entre la cinematica y su capacidad antioxidante, alterando la primera, pero
favoreciendo la segunda. Estos resultados abren una ventana de estudio en los
mecanismos moleculares que pueden acompafar el sinergismo entre H89 con Q y E,
explorar combinaciones de otras concentraciones de las tres moléculas y llevar a cabo

estudios mas extensos de las vias de sefalizacion asociadas.

Palabras clave: Criopreservacién, estrés oxidativo antioxidantes, cinemaética

espermatica, criocapacitacion
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Evaluation of post-thaw sperm integrity and
functionality of the Colombian Creole horse
through the use of antioxidants and a
capacitation inhibitor

Abstract

Equine semen cryopreservation is used in artificial insemination and genetic improvement
programs, it does not depend on the location, availability or condition of the equine
specimen. Its use has been extended to the development of biotechnologies of assisted
reproduction and to embryo production processes both in vivo and in vitro. However,
cryopreserved semen has lower fertility rates compared to those obtained with refrigerated
semen. Worldwide, multiple studies have been focused on improving the freezing
processes of equine semen and finding substances that mitigate the damage caused by
oxidative stress and osmotic shock. In order to contribute to the knowledge about
molecules that decrease the stress of the spermatic cell during the freezing process,
reducing the damage to its structure, molecular machinery and physiology, in this work was
evaluated the effect of two non-enzymatic antioxidants, Quercetin (Q) and L -Ergotioneine
(E) and a PKA inhibitor (H89), added to the seminal freezing diluent, on sperm integrity and
functionality. Subsequently, in the second part, oxidative stress was evaluated and in the
last phase, viability, mitochondrial activity, and cell membrane stability were evaluated.
Computerized sperm analysis (CASA), hyposmotic test, heterologous in vitro fertilization,
spectrofluorimetry and flow cytometry were used. In the 6 experimental groups evaluated
(Control, Q, E, H89, H89Q, HB89E), in the first study it was shown that H89 decreases
hyperactivation and Q increases BCF. However, the combination of both molecules alters
important kinematic patterns to carry out fertilization. No significant statistical differences

were observed between treatments and control in other kinematic patterns, membrane
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integrity or fertilizing capacity. In the second part, it was found that all treatments, except
H89, decreased the amount of reactive oxygen species in cryopreserved semen, with Q
being the best treatment. On the other hand, all the treatments, except E, decreased lipid
peroxidation with respect to the control, the combination of H89 and Q being better.
Although Q had a positive effect in the decrease of lipid peroxidation, their combination
with H89 showed a greater reduction, suggesting a synergistic effect with H89. On the other
hand, in the final phase it was found that the H89 + E combination had a tendency to
improve high mitochondrial activity. However, none of the six treatments evaluated had a
statistically significant effect on membrane stability, viability, calcium content or uptake, and
mitochondrial activity. With these results, it was concluded that Q and E act as antioxidants
in a differential way for the protection of sperm during cryopreservation. In addition, it was
found that the combination Q and E with H89 shows contrasting effects between the
kinematics and its antioxidant capacity, altering the first, but favoring the second. These
results open a window of study in the molecular mechanisms that can accompany the
synergism between H89 with Q and E, to exploring combinations of other concentrations
of the three molecules and and carry out more extensive studies of associated signaling

pathways.

Keywords: Cryopreservation, oxidative stress, antioxidants, sperm kinematic,

Cryocapacitation
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Introduccion

Hoy en dia los equinos son utilizados principalmente para actividades deportivas,
entretenimiento, consumo, trabajo, transporte y usos medicinales. El valor de los caballos
esta determinado por su aptitud para el uso que se les desea dar, dependiendo de la raza,
del grado de adiestramiento, de los logros obtenidos, del potencial de rendimiento y de
otros factores (Aurich, et al., 2020) Surge entonces la necesidad de desarrollar sistemas
productivos eficientes para el desarrollo de estrategias apropiadas de mejoramiento
genético; para lo cual la implementacion de biotecnologias reproductivas como la
criopreservacion, y la inseminacion artificial se convierten en un recurso técnico de alto

valor.

La criopreservacion surge como una herramienta para mantener el germoplasma de un
equino, independiente de factores como la geografia, el estado del animal e incluso la
cantidad de semen recolectado Esta tecnologia permite una maxima distribucién y una
adecuada disponibilidad del genoma de equinos de interés mediante su conservacion a
largo plazo, lo cual favorece el mejoramiento genético para rasgos de valor comercial en
la especie a través de la seleccién y los cruces dirigidos (Squires, 2013). Adicionalmente,
La criopreservacion del espermatozoide es una técnica invaluable para el proceso de la
inseminacion artificial (I1A), y también es una alternativa terapéutica util en el manejo de
infertilidad (Akhter, et al., 2010). No obstante, a pesar de este potencial, su uso en
programas de inseminacién artificial no ha sido extenso en la industria equina, debido a las
pobres tasas de gestacién que se obtienen y las restricciones impuestas por algunas
asociaciones registradas (Samper, et al., 2007). La investigacion sobre protocolos de
congelacion del semen equino ha crecido en las Ultimas décadas gracias a la aceptacion

de esta biotecnologia por parte de la mayoria de las grandes asociaciones equinas.
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Sin embargo, constantemente se modifican estos protocolos para obtener mejores
resultados en supervivencia espermatica y fertiidad del semen al momento de
descongelar, ya que los actuales se consideran todavia inadecuados teniendo en cuenta
la gran variacion qué se encuentra entre individuos y aun entre eyaculados del mismo
individuo (Vidament, 2005), y que durante el proceso de congelacion-descongelacion se
pierde aproximadamente el 50% de la poblacién inicial de espermatozoides debido a los
efectos de la criopreservacion sobre la célula espermatica (Watson, 2000; Squires, 2013;
Gibb & Aitken, 2016)

El estrés oxidativo es uno de los factores mas relacionados con la aparicion de alteraciones
en el semen equino criopreservado, y es un incremento de los niveles de especies
reactivas de oxigeno (EROS) a causa del choque térmico y la naturaleza quimica de los
crioprotectores utilizados, de la alteracion de la disponibilidad y la funcionalidad de los
antioxidantes enddgenos a causa de la remocién del plasma seminal, y de la alteracién
estructural de los antioxidantes a causa de los efectos térmicos y téxicos del proceso (Ball,
2008). Por otro lado, cuando células espermaticas son sometidas a criopreservacion, la
separacion de los espermatozoides del plasma seminal durante el procesamiento del
semen para la congelacion, junto con el enfriamiento de que son objeto las células durante
el proceso, causan un fenémeno similar a la capacitacion fisiolégica, al cual se le ha

denominado “criocapacitacién” (Schembri, et al., 2002)

La capacitacion prematura del espermatozoide como consecuencia del enfriamiento y/o
los radicales libres, conlleva a reacciones acrosomales espontaneas, al acortamiento de la
vida media del espermatozoide y en consecuencia a la disminucién de su capacidad
fecundante (Roy & Atreja, 2009). Todos estos cambios se ven reflejados en los resultados
de la inseminacién con bajas tasas de fertilidad (Bailey, et al., 2000). Por lo anterior se
hace necesario investigar para obtener datos comparativos y controlados acerca de los
protocolos de criopreservacibn seminal que aporten mejoras a la biotecnologia

reproductiva equina.

En esta investigacibn se abordan, en cuatro capitulos los temas anteriormente
mencionados. El primer capitulo corresponde a una revision de literatura en la cual se
contextualiza sobre los aspectos mas relevantes y pertinentes de las tematicas de nuestro

estudio. En los capitulos siguientes se hace el abordaje experimental del efecto de la
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adicion de quercetina, ergotioneina y H89, usados como aditivos en el diluyente de
congelacion, asi: en el segundo capitulo, se evalu6 el efecto sobre la calidad seminal
posdescongelacion. Dentro de los parametros que se evaluaron encontramos motilidades,
trayectorias y velocidades espermaticas analizadas por computador, asi como la integridad
de membrana y el porcentaje de oocitos fertilizados de manera heterdloga. En el tercer
capitulo se evalu6, mediante espectrofluorimetria, el efecto de los suplementos antes
mencionados sobre parametros de estrés oxidativo como la produccién de especies
reactivas de oxigeno totales y la cinética de peroxidacion lipidica. Finalmente, en el cuarto
capitulo se evalu6 mediante citometria de flujo, el efecto de los suplemtnos sobre la
integridad y estabilidad de la membrana celular, como indicadores de vitalidad y
capacitacion espermatica, asi como la actividad mitocondrial. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de dos moléculas antioxidantes no enzimaticas, de
origen natural, asi como un inhibidor de una kinasa involucrada en la via de sefializacion
de la capacitacién espermatica, sobre la integridad y funcionalidad de espermatozoides de

caballo criollo colombiano congelados-descongelados.
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Capitulo 1. Marco teérico

1.1 Criopreservacion del espermatozoide equino

1.1.1 El proceso de criopreservacion

El éxito de la criopreservacion depende de muchos otros factores, incluidas las
interacciones entre el crioprotector, el tipo de diluyente, la velocidad de enfriamiento, la
tasa de descongelacion, el empaque y la variacién animal individual (Layek, et al., 2019;
Maziero, et al., 2019; Malo, et al., 2019). Alguna pérdida en la viabilidad del
espermatozoide es inevitable debido al procesamiento del semen antes de la congelacion,
durante la congelaciéon y al descongelar. Los informes de investigacion sobre el éxito del
semen crioconservado varian significativamente, a menudo afectados por el método de
experimentacion y registro, el cual carece de una estandarizacién en investigaciones
reproductivas. Informacioén sobre las tasas de prefiez en una sola inseminacion, el
momento de la inseminacién, el nimero de espermatozoides inseminados, el volumen de
inseminacion utilizado o el tipo de diluyente utilizado adn son incompletos para algunos
animales de granja (Layek, et al., 2016). Adicionalmente, la motilidad de los
espermatozoides ha demostrado ser un indicador aun peor de la fertilidad en muestras
congeladas y descongeladas (Maravi Carmen & Cayo Colca, 2021). Independientemente
de todas estas consideraciones, para que la criopreservacion se considere un éxito, el
proceso debe permitir que un espermatozoide retenga su capacidad de fertilizacion al ser
descongelado. Para lograr esto, debe conservar su capacidad de obtener energia a través
del metabolismo, mantener la configuracion e integridad de la membrana plasmética
normal, retener su motilidad, y conservar la integridad y funcionalidad de enzimas como la

acrosina dentro del acrosoma, y asi poder penetrar el oocito (Layek, et al.,, 2016).La
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interrupcion de cualquiera de estas funciones o habilidades afectara significativamente la
capacidad del espermatozoide para lograr la fertilizacion.

El mayor riesgo para el mantenimiento de estas funciones se presenta por la formacion de
cristales de hielo y el movimiento resultante de agua hasta gradientes osméticos durante
el proceso de criopreservacion (Dalal, et al., 2018). Durante el proceso de congelacion,
varios cambios biofisicos son evidentes dentro de la muestra de semen. A medida que la
temperatura desciende mas alla del sobreenfriamiento, los cristales de hielo extracelulares
comienzan a formarse a partir del agua dentro del medio circundante aumentando la
concentracion de solutos (azlcares, sales, proteinas) (Len, et al., 2019). Debido a que el
agua dentro del espermatozoide es mas lenta para formar cristales de hielo que el agua
en el medio extracelular el agua sale de los espermatozoides, particularmente de la cabeza
del espermatozoide, a través de la membrana plasméatica semipermeable, (Layek, et al.,
2016).

Hay dos rangos de temperatura principales que preocupan con respecto al dafio a los
espermatozoides durante la congelacién: el periodo de sobreenfriamiento (0°C a -5°C) y
la formacioén de cristales de hielo (- 6°C a -15°C) (Dalal, et al., 2018).Se ha propuesto que
la capacidad de los espermatozoides para sobrevivir a la crioconservacion se correlaciona
con su capacidad para soportar el estrés y las reorganizaciones de la membrana inducidas
por la temperatura (Oldenhof, et al., 2012).La movilidad progresiva del espermatozoide
antes y después de la congelacién y la integridad de la membrana plasmatica suelen
correlacionarse: cuanto mayor es el numero de espermatozoides viables antes de la
congelacion, mayor es el numero de espermatozoides que sobreviven a la

crioconservacion (Oldenhof, et al., 2015)

1.1.2 Injuria por criopreservacion

Los efectos de la criopreservacionsobre la funcién del esperma y la fertilidad se han
estudiado ampliamente, particularmente en bovinos (Len, et al., 2019). Se sabe que varias
organelas de los espermatozoides se han visto afectados debido a los efectos de la
crioconservacion. Entre los efectos perjudiciales de la criopreservacion estan entre otros,

la induccién de la reaccion acrosomal prematura, la funcién mitocondrial alterada, la
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reduccion de la motilidad y una falla en la descondensacion de la cromatina, los cuales
influyen de manera significativa en la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides, (Malo,
et al., 2019), (Tiwari, et al., 2021).

El enfriamiento es un factor estresante importante, como resultado del cual los fosfolipidos
unidos a la membrana se reorientan a si mismos en una configuracion diferente que
interrumpe la funcion y la permeabilidad de la membrana (Talukdar, et al., 2017).

La respuesta al estrés mostrada por los espermatozoides como reacciéon a una caida de
temperatura se conoce como choque frio. En general, el dafio por choque frio se manifiesta
como una disminucion en el metabolismo celular, alteracién de la permeabilidad de la
membrana, pérdida de componentes intracelulares, pérdida irreversible de la motilidad del
espermatozoide y un aumento en el nUmero de espermatozoides muertos. El dafio a las
membranas celulares es de mayor importancia porque tiene un efecto colateral en otras

estructuras y funciones celulares (Cérdova-lzquierdo, et al., 2014).

La gravedad del choque frio depende de la temperatura final y la tasa de caida de la
temperatura. El dafio celular resultante del enfriamiento o la congelacion que afecta tanto
a la estructura como a la funcion de las células se puede clasificar como directo o indirecto.
El dafio directo es mas definible y es el tipo generalmente asociado con el choque frio
evidente poco después de la caida de la temperatura y se ve afectado por la velocidad de
enfriamiento (Puglisi, et al., 2017). El dafio indirecto o latente es mas dificil de cuantificar y
puede no ser aparente inicialmente; tiende a no depender de la velocidad de enfriamiento.
Es necesario comprender la arquitectura de la membrana espermatica para entender como
se produce el dafio criogénico a las células. La composicion de la membrana y la fluidez
de la bicapa lipidica individual dependen en gran medida de la ingesta dietética del animal
(Contreras, et al., 2020). Por otro lado, la mezcla de crioprotectores u otros compuestos
afecta la fluidez de la membrana, causan cambios en la viscosidad citoplasmatica y, en
Gltima instancia, afectan la capacidad metabdlica de la célula. Al mismo tiempo, cuando
las células se introducen a bajas temperaturas con las que normalmente no se
encontrarian fisiol6gicamente, la membrana altera su mecanismo de empaguetamiento de
lipidos, lo que modifica las enzimas dentro de la membrana y las propiedades cinéticas de
las células. Todos estos factores conducen al potencial inminente de lesiones criogénicas,
gue incluyen: choque frio, dafio por congelacion y dafio por descongelacion (Contreras, et
al., 2020).
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Estudios recientes han mostrado que el enfriamiento rapido de los espermatozoides
humano y equino deriva en una pérdida de viabilidad, aunque curiosamente se ha sugerido
gue el hielo intracelular no seria el causante (Ramén, et al., 2013). Adicionalmente, las
metodologias utilizadas en la colecta del semen y la preparacion para la congelacion
pueden resultar en pérdidas significativas. Mientras muchas técnicas han resultado ser
mas adecuadas en obtener muestras viables, la pérdida de espermatozoides es inevitable.
Durante el proceso de obtencién hasta la congelacion se pierden células espermaticas, en
la transferencia a los contenedores, en los tubos de centrifuga y con la exposicion al aire
(Benson, et al., 2012). Ademas, se puede presentar una perdida de motilidad ocasionada

por la disminucion de las reservas de energia (Bengoa, et al., 2012).

1.1.3 Particularidades de la criopreservacion espermatica en
equinos

Dentro de los grandes avances que ha tenido la reproduccion animal, fue la inseminacién
artificial la que cambio6 radicalmente su practica. Esto fue debido principalmente a que a
partir de un solo eyaculado se pudieron obtener numerosas dosis para fertilizar varias
hembras, transportar la genética masculina sin la necesidad de mover los animales y limitar
tanto el riesgo de heridas durante la cépula como la transmisién de enfermedades (Flores,
et al.,, 2010). Sin embargo, los esfuerzos iniciales para incorporar esta biotecnologia a
esquemas de produccion fueron ineficaces debido a la reducida vida del espermatozoide
eyaculado. Por este motivo, se hizo extensivo a nivel mundial el uso de otra biotecnologia,
la criopreservacién del semen. Criopreservar es la capacidad de almacenar células y
mantener su integridad y viabilidad a temperaturas muy por debajo de cero, hasta cuando

sean necesitadas (Cabrera & Fernandez, 2006).

El desarrollo de la criopreservacion seminal fue el resultado de un error experimental. En
1949 John Christopher Polge y sus colegas, experimentando con la congelacién de
espermatozoides de humanos y pavo, estaban ensayando azlicares como crioprotectores,
utilizando lo que pensaban era una solucién de fructosa, y que resulté ser glicerol. Esta
investigacion fue el comienzo de una promisoria industria, a la cual se le siguen haciendo

mejoras. Precisamente fue hasta 1957 que se reporté el primer potro nacido a partir de
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espermatozoides epididimarios congelados (Aurich, 2012), lo que demostré que el uso de
esta técnica era posible en semen equino. A pesar de esto, los triunfos iniciales no
condujeron al uso extensivo de la congelacién de semen equino a nivel mundial, como si

se hizo en otras industrias como la bovina (Vargas Mendivil, 2013).

La congelacion del semen equino no ha sido facil ya que el espermatozoide de caballo
exhibe diferencias fisiol6gicas, bioquimicas y de transporte en el tracto reproductor
femenino diferente al de otras especies (Fleming, et al., 2018). Una de las principales
razones para esto radica en que la seleccidn genética de sementales se ha basado mas
en las caracteristicas morfoldgicas y habilidades deportivas mas que en las reproductivas
(Clulow, et al., 2007). Ademas se ha determinado que esta especie no se ajusta a los
protocolos de programas de congelacion espermatica estandarizados para otras especies
como el bovino, ya que se observan tasas insatisfactorias de calidad y fertilidad del semen
descongelado (Blottner, et al., 2001; Rocha, 2017).

El nimero requerido de espermatozoides necesarios para la inseminacién es un elemento
muy importante cuando se analiza la fertilidad potencial del espermatozoide
criopreservado, y si hay un mayor numero de espermatozoides requerido para la
inseminacion, esta relacionado con menor tolerancia a la congelacion y bajas tasas de
supervivencia. En el caballo, la gran variacion intraindividual hace que, entre otros factores,
el nimero aceptado de espermatozoides viables para la inseminacion dependa mas del
individuo que en cualquier otra especie (Fleming, et al., 2018). Se ha demostrado la
disminucion de la motilidad, viabilidad e integridad de membranas de los espermatozoides
en el semen equino congelado en comparacion con el semen fresco (Aurich, 2012). Por lo
tanto, se vislumbra que en el caballo el desarrollo de procedimientos exitosos de
congelacion espermatica implicard mas que la mejora de protocolos de criopreservaciéon o
el uso de nuevos suplementos adicionados al diluyente de congelacion (Fleming, et al.,
2018). Algunas investigaciones han demostrado que la aplicacion de diluyentes
comerciales poseen una buena correlacién con los parametros de movilidad, vitalidad e

integridad de membrana post-descongelacion en semen de caballos (Celis, et al., 2014).

1.1.4 Variabilidad del semen equino

No todos los equinos cumplen con los requisitos previos necesarios para la

crioconservacion exitosa de espermatozoides. ElI espermatozoide de equino
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crioconservado es de gran importancia para la industria de reproduccion, pero se le conoce
por su alto grado de variabilidad interindividual con respecto a la calidad del
espermatozoide después de la congelacién y descongelacion, y las tasas de prefiez
cuando se utiliza para inseminacion (Bueno, et al., 2020). Después de un periodo de
reposo sexual deben emplearse intervalos regulares de recoleccién de semen al menos
cada 48 horas para garantizar la calidad de los espermatozoides y minimizar las diferencias
entre los eyaculados (Kalmar, et al., 2014). Sin embargo, diferentes individuos pueden
requerir la optimizacién de los intervalos y protocolos de recoleccion de semen (De
Oliveira, et al., 2019). Para los equinos, que muestran una reproduccion estacional el
periodo éptimo para la obtencién de espermatozoides que sobrevivan exitosamente a la
criopreservacion es un tema de debate. Mientras que algunos autores no informan efectos
estacionales notables sobre la calidad de los espermatozoides congelados vy
descongelados, otros informaron tasas mas elevadas de crio-supervivencia de
espermatozoides para la congelacion realizada durante la temporada no reproductiva
(Cabrera & Pantoja, 2012).

Si bien el comportamiento osmético de las células se ha comprendido exitosamente y, en
cada especie y tipo celular hay caracteristicas Unicas, el aumento de la variacién que existe
entre los equinos al compararlos con otras especies, lleva a establecer protocolos de
criopreservacion, diluyentes y suplementos particulares para obtener éxito en la
supervivencia y calidad espermatica posdescongelacion. Los caballos muestran un grado
particularmente alto de variacién individual con respecto a la criotolerancia de su
espermatozoide. Se ha estimado que aproximadamente el 20% de los caballos producen
semen que se congela bien, el 60% congela de manera aceptable y el 20% se congela
mal. Se ha reportado que incluso caballos que son fértiles en condiciones normales de
campo, pueden producir semen que al congelarse y descongelarse produce tasas muy
bajas de prefiez (De Oliveira, et al., 2019). Sdlo el 30-40% de los caballos producen semen
gue es constantemente adecuado para la criopreservacion y con resultados de prefieces
aceptables después de la IA, y una también se ha observado una variacién constante en
la congelacion de los espermatozoides entre las razas (Bueno, et al., 2020; Morel, 2020).
Las diferencias en la estabilidad hacia el dafio por criopreservacion tienen un alto
componente de origen genético. Con el aumento en el nimero de estudios sobre

secuencias genomicas individuales, ARNm especificos, niveles de expresion de proteinas,
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y sus correlaciones con rasgos especificos en el esperma sobreviviente a la
criopreservacion, la seleccién de equinos para programas de congelacion de semen
basados en sus propiedades genéticas puede ser posible en el futuro (Jobim, et al., 2011,
Pérez-Rico, et al., 2014). Ademas de los factores genéticos, los factores de origen no
genético pueden participar en la determinacion de la funcién del espermatozoide antes y
después de la crioconservacion. Los equinos llamados de sangre caliente suelen ser
adecuados para participar en programas de criopreservacion de semen cuando producen
eyaculados que contienen méas de 200 x 10° espermatozoides/ml, con mas de 50% de
espermatozoides moviles progresivamente y 70% de espermatozoides morfolégicamente
normales (Sieme, et al., 2015). La motilidad post-descongelaciéon es tipicamente mayor
cuando se usan eyaculados con altas concentraciones de espermatozoides, en
comparacion con eyaculados con bajas concentraciones de espermatozoide. Por lo tanto,
el nimero de colectas de semen debe mantenerse lo mas bajo posible, con un maximo
recomendado de cuatro colectas por semana, ya que un nidmero mayor de estas se
observa un aumento del volumen libre de gel en la eyaculacion, el cual coincide con la

disminucion de la concentracién y motilidad del espermatozoide (Kalmar, et al., 2014).

Un factor muy importante para tener en cuenta en explicar la sensibilidad del
espermatozoide equino a la congelaciéon es la diferencia entre la composicién lipidica de
las membranas celulares espermaticas frente a otros mamiferos. En el esperma de caballo
hay un relativo contenido alto de colesterol (37% del total de lipidos), en comparacién con
membranas como la del esperma de verraco (24%) (Macias Garcia, et al., 2011). Los
lipidos del semen desempefian un papel importante en las caracteristicas del movimiento,
la sensibilidad al choque frio y la capacidad de fertilizacién de los espermatozoides. Es
importante tener en cuenta gque la distribucion de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
en la membrana de los espermatozoides de caballo es mucho mas similar a la encontrada
en espermatozoide de los verracos que en la de espermatozoide de toros. Los toros
producen espermatozoides que son mas resistentes al choque frio y se congelan bien,
mientras que los espermatozoides de verracos y caballos tienen muy poca tolerancia al
choque por frio y en general se congelan mal. Esto es debido a que los espermatozoides
de sementales y verracos tienen niveles mucho mas altos de acidos grasos
docosapentanoicos (22:5) y menos colesterol en sus membranas respecto a especies
como el bovino (Macias Garcia, et al., 2011). Incluso, la cantidad del colesterol es variable

en la membrana plasmatica de espermatozoides de diferentes machos e incluso entre
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diferentes eyaculados de un solo macho. Todas estas diferencias podrian apuntar a que
la variacion en la fluidez de la membrana podria ser una explicacion de la variabilidad
individual que se observa en la congelacion de espermatozoides en equinos y sus bajos
indicadores de sobrevivencia y calidad espermatica posdescongelacion al comparar con
otras especies como el bovino. (Macias Garcia, et al., 2012).

1.1.5 Crioprotectores y diluyentes parala congelacion del semen
equino

La congelacion de sermen equino puede ser altamente variable, se sabe que algunos
individuos son hipersensibles a algun crioprotector en particular, mientras que otros
pueden tolerarlo bien. Siguiendo las demandas de la industria, se ha desarrollado una
amplia variedad de crioprotectores, y muchos estan disponibles comercialmente.
Inicialmente se penso que el objetivo de un crioprotector debia ser minimizar la congelacion
intracelular, minimizar el dafio celular debido al ambiente de congelacién y promover la
supervivencia celular al descongelarse. Adicional a esto, el consenso actual es que el
trabajo de un crioprotector es minimizar la exposicion al estrés osmotico, estabilizar las
biomoléculas y limitar los efectos de las especies reactivas de oxigeno (Oldenhof, et al.,
2013). El crioprotector ideal no deshidratard osmoticamente la célula, no inducira lesiones

criogénicas y no sera toxico (Macias Garcia, et al., 2012).

Los crioprotectores pueden dividirse en penetrantes o no penetrantes dependiendo de su
accion. Los crioprotectores penetrantes atraviesan la membrana plasméatica de los
espermatozoides y por lo tanto actdan intracelularmente y extracelularmente. El segundo
tipo de crioprotector no es penetrante y solo puede actuar extracelularmente. El glicerol
sigue siendo uno de los crioprotectores penetrantes mas utilizados, especialmente con
semen bovino, ya que actla como solvente y es absorbido faciimente por los
espermatozoides, en un minuto luego de la adicion al medio circundante. Su presencia,
tanto intracelular como extracelular, actGa para disminuir el punto de congelacién del medio
a una temperatura mucho mas baja que la del agua. Esto a su vez reduce la proporcion
del medio que se congela en un momento dado, lo que reduce el efecto de la baja
temperatura en las concentraciones de soluto y, por lo tanto, en las diferencias de presién

osmoética (Cabrita, et al.,, 2010).También proporciona canales de medio no congelado,
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entre cristales de hielo, en los cuales pueden existir espermatozoides mientras que a bajas
temperaturas. Un efecto adicional del glicerol puede ser una accién amortiguadora de la
sal. Otros crioprotectores penetrantes utilizados son el dimetilsulféxido (DMSO), la
metilformamida (MF), la dimetilformamida (DMF) y el propilenglicol. Los crioprotyectores
no penetrantes incluyen azlcares como lactosa, manosa, rafinosa, trehalosa y proteinas
como las lipoproteinas de yema de huevo. Se cree que estos crioprotectores actian
aumentando la presion osmética del liquido extracelular y por lo tanto extraen agua del
espermatozoide, lo que disminuye el riesgo de formacion de cristales de hielo y asi el dafio
fisico. Sin embargo, no disminuyen la deshidratacion y el aumento de la concentracion de

solutos (Lemma, 2011).

Un factor muy importante en el proceso de criopreservacion es el uso de diluyentes, estos
son soluciones que se le adicionan a un eyaculado para aumentar su volumen y a la vez
preservar su viabilidad el mayor tiempo posible. Como diluyente primario, para diluir el
semen fresco, se usan generalmente soluciones salinas con azlcares tamponadas
(glucosa-EDTA) o soluciones de leche descremada y azucar (INRA-82). Este diluyente
primario protege el esperma y mantiene la viabilidad del esperma durante el proceso de
centrifugacion. Los diluyentes tradicionales de congelacion para espermatozoides de
equino solian contener leche deshatada, yema de huevo y glicerol como crioprotectores
(Wolkers & Oldenhof, 2015). Hoy en dia la leche descremada también se puede
reemplazar con proteinas lacteas definidas como el fosfocaseinato y la B-lactoglobulina
(Morel, 2020).0tros agentes crioprotectores son: lipoproteinas de baja densidad aisladas
de yema de huevo, el etilenglicol, la dimetilformamida y disacaridos impermeables a la

membrana, como sacarosa o trehalosa.

Los agentes crioprotectores protegen el esperma durante la criopreservacién minimizando
la exposicién al estrés osmdtico, afectando la formacién de hielo, estabilizando las
biomoléculas y las estructuras celulares, y limitando los efectos dafinos de las especies
reactivas del oxigeno, ademas de mantener la osmolaridad entre 280-310 mOsm/Kg.
(Oldenhof, et al., 2013). Para mantener la integridad del espermatozoide durante los
procesos de refrigeracion y/o congelacién, estos diluyentes contienen soluciones
amortiguadoras (TRIS, HEPES, TES, BES), yema de huevo o las LDL de esta, fuentes de
carbohidratos como glucosa, xilosa, galactosa, rafinosa. Por otro lado, y teniendo en

cuenta que en el semen hay variedad de microoorganismos, los diluyentes también
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contienen atibiéticos como penicilina G, estreptomicina, polimixina B. Actualmente se
utilizan en los diluyentes medios mas definidos a base de agua de coco, lecitina de soya y
se ha vuelto rutinario el uso de suplementpos a estos diluyentes para mejorar su capacidad
antioxidante. Dentro de estso suplementos estan el glutation, la curcumina, CoQ10,
melatonina y silimarina (Raheja, y otros, 2018).

1.2 Estrés oxidativo en el espermatozoide equino

1.2.1 Generalidades del estrés oxidativo

Uno de los factores mas importantes que contribuyen a una pobre calidad seminal es el
estrés oxidativo (Saraswat, et al., 2014), el cual es una condicién asociada con una mayor
tasa de dafio celular inducida por el oxigeno y sus oxidantes derivados conocidos como
especies reactivas de oxigeno (EROS). Las EROS, incluido el peréxido de hidrégeno
(H20,), el anién superéxido (O2-) y el radical hidroxilo (OH-), se forman como productos

naturales del metabolismo normal de los organismos aerébicos.

Precisamente, el primer tipo celular en el que se demostro la generacién celular de EROS
fue el espermatozoide bovino. En esta observacion y otros trabajos adicionales también se
demostro el origen de las EROS y se determin6 que era. De igual manera, se demostré
gue la adicion de catalasa suprimia estos efectos indeseables, confirmando el efecto

nocivo del H2O- sobre la funcién espermatica (Aitken & Drevet, 2020).

En el espermatozoide, la produccién de EROS es un proceso fisiolégico corriente, ya que
niveles fisioldgicos de las EROS son cruciales para los procesos reproductivos tales como
las interacciones entre espermatozoides y oocitos, implantacién y desarrollo embrionario
temprano. Sin embargo, un desequilibrio entre la generacion EROS vy la eliminacién de
estos es perjudicial para esta célula. Durante el metabolismo, las EROS son inestables y
altamente reactivas, volviéndose estables al adquirir electrones de acidos nucleicos,
lipidos, proteinas, carbohidratos o cualquier molécula cercana, lo que causa una cascada

de reacciones en cadena que resultan en dafio celular (Liu, et al., 2019).
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Las EROS son una espada de doble filo. Por un lado, estan involucradas en diversas
funciones fisiolégicas de los espermatozoides, incluida la capacitacion, la reaccién del
acrosoma Yy la union a la zona pellcida en concentraciones fisiolégicas (Zhang, et al.,
2012). En condiciones normales, las moléculas de eliminacibn conocidas como
antioxidantes convierten los EROS en subproductos seguros para prevenir el dafo
causado por ellas. Sin embargo, cuando se rompe el equilibrio entre la produccién de
EROS vy la desintoxicacion, la acumulacion de EROS provoca un estrés oxidativo que
puede dafar la membrana de la célula espermética, afectando adversamente la integridad
del ADN, bloqueando el metabolismo oxidativo (Agarwal, et al., 2014), reduciendo la
capacidad de fusion de ooocitos y esperma y disminuyendo la viabilidad del esperma
(Bansal & Bilaspuri, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Efectos del estrés oxidativo sobre la estructura y fisiologia esperméatica. Tomada
de (Aitken, et al., 2014).
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1.2.2 EROS en el espermatozoide equino

El espermatozoide mamifero posee tres fuentes potenciales de EROS: una NADPH
oxidasa conocida como NOX5, la mitocondria y el L-aminoacido aromatico oxidasa. Estas
fuentes no se excluyen mutuamente y en el espermatozoide del equino, las tres estan
presentes. Se ha demostrado que el espermatozoide equino, al igual que el humano, posee
una NADPH oxidasa en forma de NOX5 (Bansal & Bilaspuri, 2011)Sin embargo, todavia
no hay evidencia de que esta oxidasa sea metabdlicamente activa en los espermatozoides
del equino o de cualquier otra especie. Se han utilizado inhibidores inespécificos de la
NADPH oxidasa suprimiendo de manera efectiva la generacion de EROS en
espermatozoides de caballo, ratén, bufalo y humano, con lo que se ha sugerido que
evidentemente la NADPH oxidasa constituyen una fuente importante de EROS en estas
células (Aitken, 2017).Sin embargo, el hecho de que estos inhibidores también suprimen
la generacion de EROS por mitocondrias no aporta una respuesta concluyente acerca del
papel de estas enzimas en la generacién de EROS en el espermatozoide (Bedard &
Krause, 2007).

La fuente principal de EROS en los espermatozoides parece ser la mitocondria, ya que
filtran electrones al oxigeno, generando aniones superéxido, el cual se desmuta
rapidamente a H>O; bajo la influencia de la enzima superéxido dismutasa (SOD) (Aitken,
2017). Cualquier impedimento para el flujo de electrones a lo largo de la membrana
mitocondrial interna, ya sea farmacoldgico, como en el caso de la antimicina, fisiolégico,
como en el caso del 4-hidroxinonenal (4HNE) (Aitken, et al., 2012) o &cidos grasos
poliinsaturados sin esterificar libres (Koppers, et al., 2010), activa la generacion de aniones
superdxido por estas organelas en espermatozoides. Aunque los espermatozoides
defectuosos a menudo han perdido su potencial de membrana mitocondrial, la
despolarizacion de estas organelas no desencadena por si misma una explosion de la
generacién de EROS mitocondrial (Espinoza, et al., 2009). Esto sugiere que la pérdida del
potencial mitocondrial observado en casos de funcién defectuosa de los espermatozoides
puede ser una consecuencia mas bien que una causa de estrés oxidativo dentro de estas

células.
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1.2.3 EROS y peroxidacién lipidica en el espermatozoide

La fragilidad de los espermatozoides mamiferos al estrés oxidativo es en gran medida
consecuencia de su estructura anatémica y composicion bioquimica altamente
especializadas (Koppers, et al., 2010). A diferencia de la mayoria de las células somaticas,
gue poseen un abundante espacio citoplasmatico donde albergar sus enzimas
antioxidantes, en los espermatozoides su espacio citoplasmatico es insignificante y se
limita en gran medida a la parte central de la célula. Por otro lado, los espermatozoides
parecen carecer en gran medida de catalasa, aunque si contienen superéxido dismutasa
activa, glutation peroxidasa e isoformas de peroredoxina, que se concentran
principalmente en la parte media de la célula en una posicién ideal para interceptar los

radicales libres generados por la mitocondria del esperma (O’Flaherty & de Souza, 2011).

La debilidad de los espermatozoides frente al estrés oxidativo también se debe a la
presencia de abundantes sustratos para el ataque de radicales libres. Dentro de los
sustratos mas estudiados estan los PUFAs que abundan en la membrana plasmatica del
esperma, como los acidos araquiddnicos y docosahexaenoicos (Ravi, et al., 2016). Se
conceptla que la presencia de estos acidos grasos confiere fluidez a la membrana
plasmatica del espermatozoide para promover la actividad de enzimas clave como las
ATPasas de la membrana plasmatica, y para facilitar en la membrana eventos de fusion
gue son una parte integral de la fertilizacion (Agarwal, et al., 2018). El problema con una
abundancia tan alta de PUFAs es que son muy vulnerables al ataque oxidativo, ya que las
energias de disociacion del hidrogeno de carbono son mas bajas en la posicion de metileno
bisalilico. Como resultado, se promueve el evento de extraccion de hidrégeno que inicia la
peroxidacion lipidica, lo que desencadena una cascada de peroxidacién lipidica que
finalmente conduce a la generacién de aldehidos electréfilos como la acroleina, 4HNE vy
malondialdehido. Estos electréfilos son muy téxicos para los espermatozoides y en Ultima
instancia, superan las limitadas capacidades defensivas de estas células, lo que

desencadena una muerte lipoperoxidativa (Dutta, et al., 2019).
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También es conocido que los espermatozoides son extremadamente vulnerables a la
peroxidacion de lipidos y que este proceso puede promoverse por la presencia
concomitante de metales de transicién como el hierro y cobre. Solo una pequefia cantidad
de Fe (Il) en el medio de cultivo puede desencadenar una cascada de peroxidacion de
lipidos que conlleva a una pérdida de la motilidad de los espermatozoides y otras funciones
dependientes de la membrana, como la fusion de espermatozoides con oocitos (Hall, et
al., 2017). En general, este proceso implica la activaciéon de la fosfolipasa A2 (PLA2) con
el fin de efectuar la eliminacion del acido graso oxidado del fosfolipido padre para su
posterior procesamiento por el sistema de glutation peroxidasa y la conversién del per6xido
de lipidos toxicos en un alcohol inocuo (Alahmar, 2019). El resultado de la accién de PLA2
es crear un lisofosfolipido, que desestabilice la membrana plasmatica y facilite la pérdida
de integridad de la membrana. Una vez que el acido graso peroxidado ha sido separado
de la membrana por la PLA2, también puede ser secuestrado efectivamente por la
albumina. Este ultimo es altamente efectivo para proteger a los espermatozoides del estrés
oxidativo debido a su capacidad para unirse y neutralizar los lipidos citotéxicos o
hidroperéxidos (Jannatifar, et al., 2019). La eliminacion de dichos peréxidos lipidicos de la
membrana plasmatica es esencial porque, de lo contrario, serviran para propagar la
reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica en toda la membrana plasmatica,
especialmente si se dispone de cantidades cataliticas de Fe (ll). Otra consecuencia de la
peroxidacion lipidica es la estimulacion de la generacién adicional de EROS por parte de
las mitocondrias de los espermatozoides. Los aldehidos lipidicos como el 4HNE pueden
formar aductos con multiples proteinas, incluidos los componentes clave de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial. Una de las consecuencias de esta actividad aducida
es una estimulacion significativa de la generacion de EROS mitocondriales como resultado
de la orientacién directa de la succinato deshidrogenasa (Aitken, et al., 2012). Como
resultado de esta cadena de eventos, cualquier factor que estimule la generacion de EROS
y la peroxidacion lipidica en los espermatozoides de los mamiferos desencadenara ain
mas generacion de radicales libres de las mitocondrias y amplificar4 aiin mas los niveles
de peroxidacion de lipidos observados en los espermatozoides en un ciclo de

autopropagacion (Aitken, et al., 2013)

Esta cascada lipoperoxidativa marca el proceso de senescencia de los espermatozoides y
es uno de los principales factores que desencadenan que los espermatozoides incumplan

la via intrinseca de la apoptosis (Agarwal, et al., 2014).Una faceta adicional de la misma



20  Evaluacion de la integridad y funcionalidad espermética post-descongelacion
del caballo criollo colombiano mediante el uso de antioxidantes y un inhibidor de
la capacitacion

via es que los acidos grasos insaturados libres también estimulan la generacion de EROS
mitocondrial en los espermatozoides. A mayor sea el grado de la insaturacion de los acidos
grasos, mas profundo es el efecto estimulante. Debido a que los ésteres de acidos grasos
no provocan la misma actividad, se ha sugerido que las propiedades anfifilicas de estos
compuestos se encuentran en el corazon de su induccion de radicales libres, actividad que
define posiblemente su orientacién en la membrana mitocondrial interna y, por lo tanto, su
capacidad para interrumpir el flujo de electrones a lo largo de la cadena transportadora de
electrones (Agarwal, et al., 2018).Por lo tanto, la adicion de acidos grasos insaturados, no
esterificados y libres a las suspensiones de espermatozoides humanos provocara un
aumento inmediato en la generacion de EROS como consecuencia de su impacto directo

en el flujo de electrones dentro de estos organulos (Aitken, et al., 2013).

Posteriormente, los aldehidos lipidicos electréfilos generados como consecuencia del
estrés oxidativo resultante desencadenaran alin mas la generacion de EROS como
resultado de su capacidad para formar aductos con complejos dentro de la membrana
mitocondrial interna (Aitken, et al., 2012). La importancia fisiolégica neta de estos eventos
estd indicada por la observacion de gue los niveles espontaneos de generaciéon de EROS
registrada en poblaciones de espermatozoides humanos estan altamente correlacionados
con su contenido de PUFAs libres (Koppers, et al., 2010).Enlaces entre la dieta y el estrés

oxidativo en la linea germinal pueden sustentar tal relacion (Aitken, et al., 2013).

1.2.4 EROS y criopreservacion

La produccién de EROS aumenta durante el proceso de criopreservacion. En ese sentido,
la gradual reduccién de temperatura estimula la generacion del anion superoxido (O2) en
espermatozoides bovinos. Asimismo, existe un aumento en los niveles de éxido nitrico
durante el descongelamiento de espermatozoides bovinos y caninos (Chen, et al., 2020).
Del mismo modo, en espermatozoides caninos y porcinos (Sue-Hee, et al., 2011). Los
niveles de peréxido de hidrégeno intracelular se encuentran aumentados luego del proceso
de criopreservacion (Truong, et al., 2018). En humanos, la produccién de EROS aumenta
significativamente durante el proceso de enfriamiento, con los maximos niveles
observados a los 4°C. Similares resultados han sido encontrados en espermatozoides de

ovino. En equinos el perdxido de hidrégeno es la especie reactiva mas involucrada en el
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dafo de los espermatozoides equinos y es generada a partir del aniéon superéxido, el cual
es la principal ERO producida por el espermatozoide por la réapida accion de la superoxido
dismutasa (Burnaugh, et al., 2007). Varios procesos como la adicion del diluyente, la
centrifugacion y la refrigeracion entre 4 y 6° C pueden afectar la membrana plasmaética del
espermatozoide durante la manipulacion del semen para su procesamiento (Aurich, 2005).
Por lo tanto, cuando las ERO son generadas en exceso, se produce una consecuente
disminucion de la fertilidad del semen, principalmente por la peroxidacion de los lipidos de
la membrana (Sanocka & Kurpisz, 2004).

Sin embargo, los niveles de EROS son extremadamente bajos en espermatozoides
incubados a temperaturas inferiores a cero y en espermatozoides descongelados (Zhu, et
al., 2019). Debido a que la formacion de EROS es parte de la actividad metabdlica de las
células, es probable que los EROS disminuyan por efecto de la congelacion y por esto la
viabilidad celular disminuye. Ademas, la disminucion de la actividad enzimatica en
temperaturas muy reducidas también explicaria los bajos niveles de EROS observados en

espermatozoides congelados y descongelados.

1.2.5 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando esta presente en bajas
concentraciones en comparacibn con un sustrato oxidable, reduce o inhibe
significativamente la oxidacién de dicho sustrato. Los antioxidantes impiden que otras
moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar e interactuar mas rapido con las especies
reactivas de oxigeno en un determinado microambiente. Los antioxidantes actian
sacrificando de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de otras moléculas
(Olivares, et al., 2010). Los antioxidantes se pueden clasificar como antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes enzimaticos también conocidos como
antioxidantes naturales; neutralizan el exceso de EROS y evitan que dafie la estructura
celular. Dentro de la bateria de antioxidantes enzimaticos que tienen los mamiferos en su
organismo estan las enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa
(GPx) y glutation reductasa (GR), Los antioxidantes no enzimaticos también se conocen
como antioxidantes sintéticos o suplementos dietéticos. El sistema antioxidante en el
cuerpo esta influenciado por la ingesta dietética de antioxidantes, vitaminas y minerales

como la vitamina C, vitamina E, zinc, taurina, hipotaurina y glutatién (Lee & Han, 2018)
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Los espermatozoides estan protegidos por varios tipos de antioxidantes en el plasma
seminal o en el propio espermatozoide, para prevenir el dafio oxidativo (Kamel, et al.,
2011). Intracelularmente, los principales mecanismos antioxidantes son las enzimas
catalasa, glutation peroxidasa y superoxido dismutasa. Sin embargo, la concentraciéon de
antioxidantes dentro del espermatozoide es muy baja ya que, durante Ila
espermatogénesis, una vez que los espermatozoides son liberados del epitelio germinal,
ya no pueden beneficiarse de las capacidades defensivas de las células de Sertoli. Ya
como células aisladas, los espermatozoides son muy vulnerables al ataque oxidativo por
varias razones. Una de las razones de esta vulnerabilidad al estrés oxidativo es su
estrategia inusual de desprenderse de la mayor parte de su citoplasma justo antes de que
se liberen del epitelio germinal. Por lo tanto, el compartimento celular que deberia albergar
las enzimas antioxidantes que protegen a la mayoria de las células del estrés oxidativo se
ha descartado para cuando los espermatozoides se descargan en el lumen de los tubulos
seminiferos. El poco citoplasma que resta se mantiene confinado a la parte media de la
célula en la vecindad de las mitocondrias. Como resultado, hay grandes éareas de
membrana plasmatica que recubren la cabeza y la cola del esperma a las que no pueden
acceder los antioxidantes citosoélicos. Por supuesto, esto no quiere decir que los
espermatozoides carezcan por completo de sus propias defensas antioxidantes, ya que
contienen actividad detectable de SOD, un sistema de glutation activo y, posiblemente,
algo de catalasa (Pefia, et al., 2019).Sin embargo, estas defensas limitadas se superan

facilmente, con la generacién resultante de estrés oxidativo.

Debido a esta relativa falta de proteccién antioxidante intrinseca, los espermatozoides
dependen en gran medida de las propiedades antioxidantes de los fluidos que los bafan.
Es por esta razén que los plasmas epididimales y seminales se encuentran entre los
medios antioxidantes mas poderosos conocidos por el hombre. En los mamiferos, el
plasma seminal contiene una serie de antioxidantes que incluyen superdxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, eliminadores de radicales libres como las vitaminas Cy E,
hipotaurina, taurina y albimina. Ademas de las enzimas, existen moléculas presentes en
el plasma seminal como la transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina y albimina, las cuales
se unen a metales de transicién de tal forma que éstos no estimulen las reacciones de los

radicales libres. Los acidos ascorbico y arico, rompen las cadenas de oxidacion al eliminar
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radicales peroxilo, mientras que los antioxidantes exdégenos actian como moléculas

suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre (Olivares, et al., 2010).

La presencia de estos antioxidantes en el semen ayuda a contrarrestar los oxidantes y
protegen a los espermatozoides de los dafios. A pesar de esto, cuando se diluye el semen
con el fin de obtener mas dosis de una sola eyaculacién y hacer crioconservacion, se
disminuyen las concentraciones de componentes naturales de los antioxidantes. La
reduccion de los antioxidantes debido a la dilucién junto con un aumento en la produccion
de EROS durante la crioconservacion exacerba la condicion de los espermatozoides y se
degrada aun mas su calidad posdescongelacién y su capacidad fertilizante. Por este
motivo una de las estrategias utilizadas durante la criopreservaciéon seminal de muchas
especies de animales es agregar antioxidantes a los diluyentes de criopreservacion. En
espermatozoides ovinos esta estrategia ha mostrado una mejora general en la calidad de
los espermatozoides después del descongelamiento en comparacion con los controles

basados en pruebas androlégicas convencionales (Najafi, et al., 2014).

El mecanismo de defensa antioxidante en el semen incluye tres niveles de proteccion;
prevencion, interceptacion y reparacion. La prevencién de la formacion de EROS es la
primera linea de defensa contra el estrés oxidativo. Un ejemplo es la uniéon de iones
metalicos, hierro e iones de cobre en particular, lo que les impide iniciar una reaccion en
cadena. La Interceptacion rompe la reaccidbn en cadena mediante la formacion de
productos finales no radicales. Por ejemplo, el a-tocoferol (vitamina E), considerado un
antioxidante que rompe la cadena, produce radicales tocoferilo durante su oxidacién, que
luego pueden reducirse mediante la ubiquinona o el 4cido ascorbico. La oxidacion de la
vitamina C da lugar a radicales de ascorbilo que pueden reducirse por el glutation,
produciendo radiografias de tiilo y glutatién oxidante hasta este Gltimo paso. Este proceso
puede ser revertido por el glutatién reductasa. El sistema de defensa de los antioxidantes
enzimaticos indica que la catalasa (CAT) es un desintoxicante de peréxido de hidrégeno
(H202), al igual que el glutation peroxidasa (GPx). Esta Gltima, descompone el perdxido de
hidrégeno (H20-) en agua y el disulfuro de glutation, que es un importante antioxidante
celular (Kumar, et al., 2019). El sistema de defensa de los antioxidantes no enzimaticos
indica que el a-tocoferol es el antioxidante soluble en lipidos mas importante y que protege
las membranas celulares de la oxidacion al reaccionar con los radicales lipidicos

producidos en la reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica (Lee & Han, 2018). Esto
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eliminaria los intermedios de radicales libres y evitaria que la reaccion de oxidacién
continuara. Los radicales a-tocoferoxilo oxidados producidos pueden reciclarse
nuevamente a la forma activa reducida mediante la reduccién de otros antioxidantes, como
el ascorbato, el retinol o la ubiquinol. Mientras que el &cido ascérbico en la oxidacion se
descompone para formar DHAA, ascorbil radical y H20>. Los radicales DHAA y ascorbilo
en la reduccion y en presencia de glutation reductasa forman radicales tiilo y el peréxido
de hidrégeno forma glutatién oxidado (Kumar, et al., 2019).

Existen numerosos antioxidantes probados como suplementos de los diluyentes para la
criopreservacion de espermatozoides de mamiferos, pero quizas el antioxidante mas
estudiado es la forma de alfa-tocoferol de la vitamina E. La vitamina E es una vitamina
soluble en grasa que puede apagar directamente los radicales libres como el peroxil y el
alcoxi (ROO) generados durante la LPO inducida por ascorbato ferroso; por lo tanto, se
sugiere como un importante antioxidante que rompe cadenas y un protector de LPO de
acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) de las membranas celulares (Lecewicz, et al.,
2018). También se ha informado que la adiciébn de antioxidantes naturales como el
alfatocoferol y el ascorbato tiene un efecto protector sobre la viabilidad metabdlica y celular

de los espermatozoides bovinos criopreservados (Kamal & Raghunathan, 2012).

Los grupos tiol también desempefian un papel importante en la desintoxicacion y la
antioxidacion de las EROS, ademas de mantener el estado de oxidacion-reduccion
intracelular. Estos grupos sirven como mecanismos de defensa de las células
espermaticas para luchar contra el estrés oxidativo (Bansal & Bilaspuri, 2011).Dentro de
los antioxidantes tidlicos promisorios e encuentra la L-ergotioneina. La L-ergotioneina
puede formarse por microorganismos, como un tiol de bajo peso molecular, que se
encuentra presente en plasma seminal, eritrocitos, células de rifibn y hepatocitos, e incluso
estd presente en hongos comestibles (Tepwong, et al., 2012). El plasma seminal equino
contiene una alta concentracion de ergotioneina (Metcalf, et al., 2008). Esta molécula es
considerada como altamente antioxidante, tiene la capacidad de neutralizar moléculas de
oxigeno, radicales hidroxilos y radicales peroxilo. En semen de ovino, la ergotioneina ha
mejorado la movilidad de los espermatozoides mientras su adicion en el diluyente de
congelacion para el semen equino, ha permitido mejorar la calidad espermatica post-

descongelacion (Najafi, et al., 2014; Restrepo, et al., 2016).
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Otros compuestos que han cobrado gran importancia como antioxidantes son los
polifenoles. Estos compuestos que se encuentran en pequefas cantidades en frutas,
vegetales y granos, tienen actividad biologica entre la que destaca su actividad
antioxidante, antinflamatoria, como antiagregantes plaquetarios, antimicrobiana y
antitumoral. Los principales son &cidos fendlicos (catecinas, cianidinas, quercetinas,
flavonoides, flavonas, isoflavonas, flavonoles, derivados de la cumarina, derivados de
fitoalexane, &cido cinamico y antocianidinas; las cuales pueden ser lipo o hidrosolubles y
se localizan tanto intra como extracelularmente (Cabrera & Chihuailaf, 2011). Los
antioxidantes no enzimaticos de naturaleza hidr6foba se ubican en membranas vy,
generalmente, bloquean la formacion de hidroperéxidos, o interrumpen la propagacion de
la lipoperoxidacion. Otras de sus funciones son: actuar como capturadores de radicales
libres, agentes reductores, formacién de complejos con metales prooxidantes o
extinguidores de la formacion de oxigeno solo (Olguin, et al., 2004). La mezcla de estos
compuestos puede actuar en forma sinérgica con las vitaminas funcionando como
protectores y regeneradores de los antioxidantes. Uno de los flavonoides mas promisorios
usado como antioxidante en la criopreservacion espermatica es la quercetina (Zribi, et al.,
2012). La quercetina es un antioxidante flavonol perteneciente a la familia de los
flavonoides. Este flavonol suprime la formacién del anién superéxido, quela el hierro e
inhibe la formacion de radicales de peréxidos de lipidos. Se ha encontrado que posee un
efecto inhibidor de la peroxidacion lipidica similar y sinérgico al resverastrol, y mas potente
gue las vitaminas C y E, en virtud de las grandes cantidades de grupos hidroxilo en su
estructura (Campos & Leme, 2017).Se ha encontrado que inhibe el crecimiento de varias
lineas celulares cancerigenas humanas, incluyendo leucemia, cancer ovarico, cancer
colorectal, cAncer de mama y cancer de prostata (Yahfoufi, et al., 2018). Ademas de esto,
se ha comprobado su capacidad inhibidora de dafios oxidativos inducidos por peréxido de
hidrogeno en el ADN de linfocitos humanos. En espermatozoide equino se ha encontrado
gue redujo el dafio al ADN, mejor6 la movilidad y potencié la unién del esperma a la zona
pellcida (Gibb, et al., 2013). En semen ovino redujo la peroxidacién lipidica y en semen
humano, aumenté tanto la movilidad como la viabilidad espermatica y redujo la

fragmentacion del DNA por congelacion (Silva, et al., 2012; Azadi, et al., 2017)

Actualmente se continda investigando una variedad de antioxidantes bioldgicos y quimicos
gue atacan las EROS vy la peroxidacion de lipidos (LPO) (Kumar, et al., 2019). Estudios

anteriores han mostrado que la suplementacion de diluyentes de criopreservacion con
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antioxidantes proporcionan un efecto crioprotector en la calidad del espermatozoide de
bovino, ovino, caprino, jabali, canino y humano, mejorando asi la motilidad del esperma 'y
la integridad de la membrana posdescongelacién (Bucak, etal., 2007). Otros antioxidantes
ademas de la quercetina, de uso actual en criopreservacion espermatica son el resveratrol,
el iodixanol, la cisteamina, la L-argininina, catalasa, glutation y melatonina. Estos han
mostrado buenos resultados en macho ovino, cerdo, bovino, bufalo, caprinos y equinos
(Al-Mutary, 2020).

1.3 Capacitacion espermatica

1.3.1 Generalidades de la capacitacion espermatica

Los espermatozoides de mamifero recién liberados al lumen de los tubulos seminiferos
son inmaduros fisiol6gicamente, inmaviles e incapaces de fertilizar un oocito. Para adquirir
la capacidad de fertilizacion, requieren dos maduraciones post-testiculares, una que ocurre
en el epididimo, y la otra que ocurre después de la eyaculacion en el tracto femenino.
Después del apareamiento o la inseminacién artificial, de los millones de espermatozoides
eyaculados, solo unos cientos son capaces de alcanzar la porcion caudal del istmo. Esta
poblacion de espermatozoides se encuentra con una secrecion de glicoproteinas que
modifica su superficie (Rickard, et al., 2019). La motilidad disminuye en este medio viscoso
y facilita la adhesién del esperma al epitelio. Los espermatozoides permanecen en la
porcién caudal del istmo oviductal, durante el tiempo pre y periovulatorio, formando el
reservorio de espermatozoides (SR) (Rickard & de Graaf, 2020).Esta unién es un proceso
reversible y las sefiales del microentorno oviductal estimulan la liberaciéon secuencial de un
numero limitado de espermatozoides desde la SR hasta la unién ampular istmica. Esto
asegura la fertilizacion de los oocitos en un intervalo de tiempo, incluso si la ovulacion
ocurre durante un largo periodo de tiempo (Druart, et al., 2019).Sin embargo, los
mecanismos por los que los espermatozoides son liberados del SR son desconocidos.
Durante el paso de los espermatozoides a través del tracto genital femenino, los
espermatozoides experimentan cambios funcionales y moleculares que confieren la

capacidad de fertilizar el oocito, éste proceso se conoce como capacitacion.
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La capacitacion fue observada por primera vez, y de forma independiente en la década de
1950. Sus observaciones fueron cruciales para el futuro desarrollo de técnicas de
fertilizacion in vitro (FIV), primero en conejos y més tarde en humanos, con el nacimiento
de Louise Brown, el primer bebé nacido por FIV. A nivel de biologia celular este proceso
induce cambios en el patrén de motilidad del espermatozoide, en un proceso conocido
como hiperactivacion, el cual lo prepara para la reaccion acrosémica. A nivel molecular, la
capacitacion esta asociada con un eflujo de colesterol en la membrana plasméatica del
espermatozoide, un aumento de la fluidez de la membrana, cambios en las
concentraciones de iones intracelulares (Guzel, et al., 2017), una hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica genera un aumento de la actividad de la proteina quinasa A (PKA)
(Krapf, et al., 2010), y un incremento de la fosforilacion de tirosinas en proteinas asociadas
con la motilidad flagelar (Arcelay, et al., 2008). Aunque cada uno de estos eventos se ha
estudiado de forma independiente, la informacién sobre como se interconectan para
regular la motilidad del espermatozoide y para preparar al esperma para que se someta a
una reacciéon de acrosoma aun no se ha dilucidado por completo. La capacitacion del
esperma es un proceso estrictamente ordenado de eventos secuenciales en todos los

mamiferos, incluido el caballo (Puga Molina, et al., 2018).

En primer lugar, los espermatozoides se eyaculan en el cuerpo uterino y se transportan a
la unién atero tubarica (UTJ). Las células espermaticas primero se unen temporalmente a
las células epiteliales oviductales, un proceso que requiere una unién especifica de célula
a célula, posiblemente mediada a través de proteinas de unién a carbohidratos de la
superficie del espermatozoide, denominadas lectinas, luego se someten a capacitacion e
hiperactivacion. Después de esto, se establece un reservorio de espermatozoides no
capacitados en la UTJ y en el istmo caudal. El paso siguiente es la capacitacion de los
espermatozoides dentro del reservorio cerca de la ovulacién. El cuarto paso es la
adquisicion de la hiperactivacion y la liberacién de los espermatozoides capacitados desde
el reservorio espermatico. Un quinto paso es el encuentro de los espermatozoides
liberados con el ooocito maduro en la unibn ampular istmica, donde ocurre el
reconocimiento con las glicoproteinas de la zona pelicida (ZP) (Jin, et al., 2011; Inoue, et
al., 2011). Los pasos finales son la activacién de la reaccién acrosémica, la penetracion
del camulo, entrada en el espacio perivitelino y la fusién con el oolema. Todos estos pasos
se inician después de que los espermatozoides hayan hecho contacto con las células

epiteliales y las secreciones del oviducto mediadas en el estadio preovulatorio. La
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capacitacion implica varios cambios secuenciales, algunos de estos cambios son rapidos
y ocurren en el momento de la eyaculacion, otros requieren un lapso mas largo en el tracto
genital femenino (in vivo) o en un medio capaz de soportar este proceso (in vitro). Todos
estos procesos, tanto rapidos como lentos, son regulados por la proteina quinasa A (PKA),
bicarbonato, la enzima adenilato ciclasa soluble (SACY o sAC) y el nucléotido
3’5"adenosina monofosfato (CAMP) (Leemans, et al., 2019).
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Figura 3. Bases moleculares de eventos rapidos y lentos asociados con la capacitacion
espermatica. Tomada de (Visconti, 2009).

1.3.2 Cambios rapidos en la capacitaciéon espermética

Un evento muy temprano en la capacitacién del espermatozoide es la activacion de la
motilidad espermatica. EI movimiento vigoroso del flagelo comienza inmediatamente
después de que los espermatozoides son liberados del epididimo y al entrar en contacto
con altas concentraciones de bicarbonato (HCO3) y Ca*? presentes en el fluido seminal y

el tracto genital femenino. En el epididimo los espermatozoides estan expuesto a



Capitulo 1. Marco teorico 29

concentraciones de 3-4 mM de HCOs, sin embargo, las concentraciones de bicarbonato
en el oviducto pueden llegar a hasta 20mM (Rossetti, et al., 2021). El paso de HCOs™ a
través de la membrana, ademas de aumentar el pH estimula la enzima SACY con un
consiguiente aumento intracelular de cAMP vy la activacion de la PKA, permitiendo la
fosforilacion de tirosinas (PY) en algunas proteinas relacionadas con el movimiento (Pefia,
et al., 2019).0Otra funcion de la PKA es la activacion de la enzima fosfolipasa D (PLD), la
cual estimula la polimerizacion de la actina-F, un evento asociado con la reaccién

acrosoémica.

1.3.4 Cambios lentos en la capacitacion espermatica

Existen otros eventos relacionados con la capacitacion espermatica que requieren mas
tiempo. Estos procesos mas lentos pueden ser realizados in vitro mediante la incubacion
de espermatozoides en medios definidos. En todos los casos, los medios de capacitacion
in vitro contienen una fuente de proteina que suele ser albimina de suero bovino (BSA), y
un surtido de iones incluyendo HCO3z y Ca*™. La BSA induce la capacitacion ya que
funciona como un precipitador para la deplecion de colesterol en la membrana plasmatica
del espermatozoide. Este eflujo de colesterol incrementa la fluidez de la membrana en la
presencia de bicarbonato (Guzel, et al., 2017).El eflujo de colesterol también activa algunos
transportadores como el contrasportador de sodio y bicarbonato (NBC) o canales
cationicos como canales catiénicos de esperma (CatSper), los cuales regulan vias de
sefalizaciébn como la de cAMP-PK (Darszon, et al., 2011). La capacitacion de esperma
tambien esta asociada con un aumento de la fosforilacion de tirosina. Este aumento en la
fosforilacion de tirosinas es un evento tardio, e in vitro se ha demostrado que depende de
la presencia de BSA, Ca*?y HCO3 en el medio de capacitacion. La ausencia de cualquiera
de estos 3 factores previene tanto la fosforilacion de tirosinas como la capacitacién (Pefa,
et al., 2019). La fosforilacién de tirosinas esta corriente debajo de la via de cAMP-PKA.
Esto se ha demostrado cuando se ha causado la fosforilacion de tirosinas usando analogos
de cAMP en la usencia de BSA, Ca*?y HCOg . La paradoja en la regulacion de los eventos
rapidos y lentos en la capacitacion espermatica es que ambos son mediados por un eje
HCOs;/ SACY / cAMP /Via PKA; sin embargo, aunque la activaciéon de esta via se produce
inmediatamente y no necesita aceptores de colesterol, el aumento de la fosforilacion de

tirosina y otros eventos tardios si lo requieren (Darszon, et al., 2011).
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1.3.5 Hiperactivacion espermatica

La motilidad hiperactivada del espermatozoide se describid inicialmente por Yanagimachi
en 1970, en esperma de hamster dorado. En estos experimentos se demostré que los
espermatozoides localizados en el &mpula eran extremadamente moviles y se hipotetizo
gue esta motiidad ayudaba a los espermatozoides a llegar al oocito y penetrar sus barreras
exteriores. Cuando los espermatozoides estan en un medio viscoso, similar al del oviducto,
su trayectoria se vuelve rectlilinea y son capaces de moverse mas efectivamente que
aquellos espermatozoides no hiperactivados, mientras que aquellos espermatozoides que
no estan hiperactivados son incapaces de penetrar la zona pelicida (Chung, et al., 2017).
El patron de motilidad preciso que define la hiperactivacion es especifico de la especie; sin
embargo, generalmente se caracteriza por aumentos en los laterales desplazamiento de
la cabeza, amplitud de la curva flagelar y asimetria del batido (Darszon, et al., 2020). La
capacitacion e hiperactivaciéon a menudo estan vinculadas entre si en los procesos y
cambios que un espermatozoide debe sufrir para fertilizar un oocito; ademéas, ambos
procesos requieren calcio, bicarbonato y la participacién del cAMP. Sin embargo, las vias
gue regulan estos los eventos se consideran separables e independientes (Chung, et al.,
2017). Aungque estudios anteriores designaron ciertos parametros como indicativo de
motilidad hiperactivada, estimados por el analisis de semen asistido por computador
(CASA) en el esperma de caballo, ninguno de los tratamientos probados en ese estudio
afectd significativamente las proporciones de espermatozoides que muestran estos
patrones. De hecho, después de 5 h de incubacién en condiciones de capacitacién, solo
el 35% de los espermatozoides eran moviles, de los cuales el 5.3% se consideraron
hiperactivados segun lo definido por una velocidad curvilinea (VCL) superior a 180 um /
seg y una amplitud de lateral de desplazamiento de la cabeza (ALH) superior a 12 um. Por
otro lado, la incubaciéon en presencia de 1 uM del ionéforo de calcio para inducir la
hiperactivacion tuvo un efecto negativo en la motilidad, de modo que ningln
espermatozoide fuera movil después de 3,5 h de incubacién (Battut, et al., 2017). Asi, el
patrén de hiperactivacion y sus medidas asociadas de motilidad ain no han sido definidos

con certeza
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1.3.6 El papel del Ca*?en la capacitacién espermatica

El calcio regula la capacitacién, motilidad e hiperactivacion espermatica, ademas de
disparar los diferentes procesos que se necesitan para que los espermatozoides asciendan
por el tracto reproductor femenino y puedan fertilizar el oocito (Alasmari, et al., 2013).Se
considera que la entrada masiva de calcio al interior de la célula espermatica es una
consecuencia directa del eflujo de colesterol y es un prerrequisito para la reacciéon
acrosémica. Precisamente la salida del colesterol causa un aumento en la fluidez
membranal que conduce a una mayor entrada de calcio y la posterior activacion de la
adenilato ciclasa soluble, la cual sintetizara cAMP (Aguila, et al., 2017). Se ha sugerido
gue el calcio actia de manera sinérgica con el bicarbonato para modular los eventos de la
capacitacion espermatica, requiriendo la presencia de ambos para incrementar los niveles
de cAMP vy la posterior fosforilacién de proteinas corriente debajo de esta via, aunque esto
parece depender de la especie (figura 4). En cerdos por ejemplo se ha demostrado que el
bicarbonato causa la entrada de calcio y que actian de manera sinérgica, mientras en el
raton, in vitro, solo el calcio vuelve al espermatozoide capaz de fertilizar en medio libre de
bicarbonato y sin la activacion de las vias de fosforilacion de proteinas dependientes de
cAMP (Tateno, et al.,, 2013).Todo este calcio que encontramos en el espermatozoide
proviene de tres fuentes principales, las reservas intracelulares mediadas por los
receptores de Inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), mitocondria y el que ingresa por los sistemas
de cotrasporte Na*/H* y Na*/Ca*? (Kothari, et al., 2010).
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La entrada masiva de calcio al espermatozoide se lleva a cabo a través de un canal
selectivo para calcio y sensible al pH. Estudios anteriores han demostrado que CatSper es
esencial para la hiperactivacion y capacitacion (Lishko, et al., 2011). De hecho,
espermatozoides de ratones mutantes nulos para CatSper fallan los procesos de
hiperactivacion, ascenso por el tracto reproductor femenino y la penetracion de la zona
pelucida. El incremento en el calcio intracelular mediado por CatSper puede ser estimulado
por pH (Lishko & Kirichok, 2010), nucle6tidos ciclicos como cAMP y cGMP, Adenilato
ciclasa soluble, progesterona y glicoproteinas de la zona pellcida y albimina sérica (Xia
& Ren, 2009).

1.3.7 EROS y capacitacion espermatica

Las especies reactivas de oxigeno juegan un papel fundamental en la capacitacién
espermatica. EROS como el anién peroxinitrito, el peréxido de hidrégeno y el 6xido nitrico
estimulan la capacitacion mediante la activacion de vias de sefalizacién de la fosforilacion
de tirosina y la desactivacion de las enzimas fosfatasas. Adicionalmente, el anién
superoxido y el peroxido de hidrégeno activan la adenilato ciclasa soluble, aumentando asi
el cAMP intracelular y activando la PKA (Boerke, et al., 2013). El peroxinitrito también se
sabe que es un inductor de capacitacion, y su modo de accion es el mismo que el del
peréxido de hidrégeno y el anion superoéxido. In vitro, se ha visto que la adicién exdgena
de EROS en el medio de incubacion aumenta la fosforilacion de tirosinas en proteinas
espermaticas (Mohanarao & Atreja, 2012). Por otro lado, inhibidores de la NADPH
oxidasas NOX5 reduce la fosforilacién de tirosinas en proteinas espermaticas. Asi mismo,
inhibidores del éxido nitrico sintetasa y eliminadores de EROS reducen la disponibilidad de

los materiales y causa una menor produccién de cAMP.

Las EROS influyen en casi todos los procesos asociados a la capacitacion espermatica.
Gagnon y de Lamirande, demostraron que una de las caracteristicas de la capacitacion, la
hiperactivacion, es un proceso dependiente de EROS (Ickowicz, et al.,, 2012). A
concentraciones 6ptimas, las EROS actian como reguladores clave para promover el flujo
de salida de colesterol, la produccion de cAMP vy la fosforilacion de proteinas y su
mecanismo es dependiente de la dosis (Mohanarao & Atreja, 2012). Si la concentracion de
EROS llega a superar los mecanismos de defensa celular, su efecto sera toxico debido a

la destruccion de los acidos grasos polinsaturados en la membrana del esperma (Jain, et
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al., 2010), la falla en interaccion esperma-zona pellcida (Bromfield, et al., 2015) y la
induccion de una via intrinseca de tipo apopt6tico e incluso si llega a haber una fertilizacion,
una falla en el desarrollo embrionario (De Castro, et al., 2016). Ademas, el dafio
peroxidativo a la membrana plasmética del esperma causado por el estrés oxidativo puede
resultar en una pérdida irreparable de la funcion del esperma y en una infertilidad a largo
plazo (Aitken, et al., 2012).

Un posible objetivo de las EROS es la adenilato ciclasa soluble (SAC), ya que las EROS la
estimulan en diferentes sistemas celulares. Ademas, al agregar Oz* exégeno u NO, se
causa un aumento en el cAMP intraceular suficiente para soportar la capacitacion.
Probablemente, esto se deba a la estimulacion de la sAC del esperma ya que la actividad
de la fosfodiesterasa no se ve afectada por estos tratamientos (Staicu, et al., 2019). La
funcién de las EROS en la capacitacién se ha demostrado sin duda, sin embargo, la
localizacion de las EROS en los espermatozoides no se conoce, ni se sabe si la accion del
anion superoxido es dependiente o independiente del cAMP (Chaichun, et al., 2017). La
fuente de los radicales libres y oxidantes que estimulan la capacitacion sigue siendo dificil
de alcanzar y los tipos de EROS involucradas en la capacitacion ain no se saben con
certeza. Por ejemplo, el H.O, parece participar en este proceso, ya que la adicion de H20-
exdégeno induce la capacitacién de los espermatozoides de humano, jabali y equino
(Pintus, et al., 2018).

1.3.8 La via del cAMP-PKA en capacitacion espermatica

Muchos estudios han confirmado que el aumento en los niveles del cAMP, la consecuente
activacion de la PKA y la induccion por esta de la fosforilacion de tirosinas se requieren
para la induccion de la capacitacion en el espermatozoide de mamiferos (Phelan, et al.,
2021). De esta manera, las concentraciones de cAMP se regulan mediante la modulacion
de su sintesis por la adenilato ciclasa sAC y/o su degradacion a través de las
fosfodiesterasas (PDE). Asi, Inhibidores generales no especificos de las PDE, como la
cafeina, o especificos como el sildenafil, pueden inducir la capacitacibn mediante la
regulacion de la via de sefalizacion cAMP/PKA. En espermatozoides de vertebrados se
produce la sintesis de cAMP a través de dos tipos de AC: tmAC y sAC (Parker, et al.,

2019). Datos de estudios anteriores confirman que las tmAC estan reguladas por proteina
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G y forskolin, mientras que las sAC son activadas por Ca*? y bicarbonato (Tresguerres, et
al., 2011). Cuando los espermatozoides se colocan en un medio capacitante, muestran un
aumento repentino en la actividad PKA, el cual ocurre en el primer minuto de exposicion.
Luego se da una disminucion durante los proximos 15 minutos y aumenta de nuevo a un

pico a los 30 minutos de incubacién.

Se ha demostrado que ratones mutantes nulos para PKA y sAC son infértiles y fracasan
en la capacitacion de sus espermatozoides (Battistone, et al., 2013). EI cAMP interactla
con muchas sefales diferentes para regular la capacitacion y algunas investigaciones han
reportado activacion de esta via de sefalizacion dependiente del bicarbonato (Battistone,
et al., 2013). También es muy conocido que El cAMP estimula la PKA, la cual entonces
fosforila proteinas en residuos de serina / treonina (Ser / Thr) (Shah, et al., 2017). Por otro
lado, se demostr6 que en ausencia de la PKA subunidad catalitica (PKA-Co2)
espermatozoides de ratbn muestran aumento de la esterilidad porque no puede fertilizar
los huevos con zona pellcida zona intacta, lo que hace suponer que el efecto de la
actividad de la PKA va mucho mas alla de la fosforilacion de proteinas y puede llegar hasta

la reaccion acrosémica (Shah, et al., 2017).

1.3.9 La fosforilacion en tirosinas de proteinas en capacitacion
espermatica

La capacitacion depende principalmente de las modificaciones postraduccionales, como la
fosforilacion, de proteinas espermaticas preexistentes. Debido a que los espermatozoides
diferenciados son células terminales, son transcripcionalmente y traduccionalmente
inactivos. La fosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos reguladores para
controlar diversos procesos celulares (Marasco & Carlomagno, 2020). En el
espermatozoide tanto los residuos de la serina/treonina como los de tirosina son sometidos
a fosforilacion (Mohanarao & Atreja, 2012). Sin embargo, la fosforilacién en el residuo de
tirosina es el indicador consistente de la capacitacion espermatica, ya que muchos estudios
han demostrado que la inhibicién de la fosforilaciéon de tirosinas en el espermatozoide,

bloquea la reaccién acrosémica (AR) y la fertilizacion n vitro (FIV) (Tourzani, et al., 2018).

La capacitacién del esperma se ha correlacionado con el aumento de fosforilacion de

tirosinas de una subpoblacion de proteinas (Fraser, 2010). Aunque la fosforilacion de
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tirosinas se ha establecido como un factor importante en la capacitacion, la relacién
definida entre el estado de fosforilacion de los espermatozoides de mamiferos y su
capacidad para fertilizar no han sido aclarados actualmente. Sin embargo, esta bien
establecido que la capacitacion mediada por fosforilacion de tirosinas prepara el
espermatozoide para la AR vy la fertilizacion. Durante este periodo, algunas alteraciones
significativas como cambios en la localizaciébn de proteinas y modificacion de las
interacciones proteina-proteina en la maquinaria proteica espermatica también se han
reportado (Bailey, 2010). La relacion entre la fosforilacion de tirosinas y sus reguladores
indican que es mediada por la via cAMP / PKA. La vinculacién del cAMP a las subunidades
regulatorias de la PKA permite la disociacion del tetrdmero y la activacion de las
subunidades cataliticas. El papel de la PKA en la capacitacion se ha demostrado ya que
cuando se adiciona H89, un tipo del inhibidor de la PKA, al medio de incubacion, disminuye
la fosforilacién de las tirosinas, mientras que agregando analogos de cAMP se puede

promover la fosforilacion de las tirosinas en espermatozoides humanos (Shah, etal., 2017).

Durante la criopreservacion los espermatozoides estan expuestos a estrés oxidativo y
osmoético, los cuales alteran dramaticamente la composicién lipidica de la membrana, la
motilidad del esperma, viabilidad y estado de acrosoma (Brohi & Huo, 2017). Algunas de
estas modificaciones son reversibles y otras son letales. Se ha aceptado que el proceso
de criopreservaciéon induce cambios en los espermatozoides similares a los ocurridos
durante la capacitacion (Roy & Atreja, 2009). Algunos cambios similares observados entre
la capacitacion in vitro y la criocapacitacion son, la reorganizacion de la membrana
plasmatica, el aumento de la concentracion de Ca*? intracelular y la aparicion de

fosforilacion de tirosinas en proteinas (Singh, et al., 2012) (figura 5).
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Figura 5. Efecto de la criopreservacion sobre eventos relacionados con la capacitacion.
Tomada de (Naresh & Atreja, 2015).

1.3.10 Criopreservacion y criocapacitacion

La capacitacion y la crioconservacion inducen varios cambios similares en el esperma,
incluido el influjo de calcio en las células; sin embargo, durante la crioconservacion, las
células espermaticas no modifican adecuadamente los niveles internos normales de calcio
(Bailey, 2010). Se cree que las membranas reestructuradas y las asociaciones lipidicas
distorsionadas favorecen una mayor afluencia de iones de calcio durante la
crioconservacion. La interrupcién de la capacitacion normal y/o la reaccion acrosémica
debida a concentraciones anormales de calcio comprometerian gravemente el potencial

de fertilizacion de los espermatozoides al descongelarlos.

Por otro lado, las células espermaticas criopreservadas exhiben un comportamiento similar
al de las capacitadas y parecen estar en un estado parcialmente capacitado debido a los
cambios en la membrana inducidos por la crioconservacion que hacen que las células sean
mas activas en su entorno después de la descongelacion (Leahy & Gadella, 2011). Como

lo han demostrado diferentes autores, la capacitacion normalmente crea un estado de
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desestabilizacion con el cual la célula espermatica adquiere la capacidad de fertilizacion
mientras permanece susceptible a la degeneracién de la membrana y la reaccion
acrosOmica espontanea cuando falla la fertilizacion. En la criocapacitacion, aunque
algunos de estos cambios parecen ser similares, hay una notable diferencia en el patrén
de fosforilacion de proteinas y no deben considerarse como verdadera capacitacion. Estos
procesos de capacitacion prematura, reducen la longevidad del espermatozoide
criopreservado al ser depositado en el tracto reproductor femenino (Leemans, et al., 2019).

El proceso de congelacién/descongelacion tiene distintos efectos sobre la estructura y
funcion del espermatozoide. La criopreservacion da como resultado la fluctuacion de la
temperatura y deshidratacion celular, lo que induce el reordenamiento de lipidos de la
membrana, pérdida de acidos grasos poliinsaturados y colesterol (Chakrabarty & Tan,
2007). Estos dafios iniciales son suficientes causan cambios parecidos a la capacitacion y
el reordenamiento de la membrana aumenta la permeabilidad del esperma al agua, al Ca*?
y crioprotectores (Oldenhof, et al., 2015). Por otro lado, el Ca*? activa la SAC, aumenta la
concentracion de cAMP y 1,2-diacilglicerol (DAG), lo que resulta en la capacitacién del
esperma a traves de la fosforilacion de tirosinas (Kumaresan, et al., 2011). Estos cambios
parecidos a la capacitacion inducidos por la congelacion/descongelacion de los
espermatozoides los hace inadecuados para fertilizar, aunque contintden siendo viables
(Kumaresan, et al.,, 2012). La criopreservacion también crea una subpoblacion de
espermatozoides muertos y parcialmente o totalmente capacitados, lo que reduce la

heterogeneidad de la poblacién de espermatozoides (Bailey, 2010).

El efecto similar a la capacitacion o criocapacitacion es uno de los principales factores
asociados con la longevidad reducida y la escasa capacidad de supervivencia de los
espermatozoides criopreservados en el tracto reproductivo femenino (Pini, et al., 2018), Lo
cual produce una fertilidad reducida del semen congelado-descongelado. En la actualidad
se considera que la mala supervivencia de los espermatozoides en el tracto reproductivo
femenino es una de las consecuencias mas importantes del dafio criogénico. Este
concepto de capacitacién prematura y reduccién de la longevidad de los espermatozoides
en el tracto reproductivo femenino ha llevado al uso rutinario de la inseminacién oviductal
por laparoscopia en lugar de la inseminacién vaginal o incluso transcervical en diferentes

animales (Bailey, 2010).
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Los cambios similares a la capacitacion han sido demostrados por una mayor proporcion
de patron fluorescente de clortetraciclina B debido a la congelacion y descongelacion de
semen de toro, jabali, equinos, y bufalo (Pini, et al., 2018). La alteracion de la funcion de
la membrana espermatica debido a la criopreservacion disminuye inevitablemente la unién
exitosa del oocito y los espermatozoides durante la fertilizacion in vivo. De otro lado, la
reorganizacion estructural de las membranas plasméaticas de la cabeza del esperma
después de la criopreservacion parece alterar la capacidad del esperma para interactuar

normalmente con las células del tracto genital femenino (Leemans, et al., 2019).

Los espermatozoides poco moviles también tienen menos probabilidades de llegar al sitio
de la fertilizacion in vivo o de penetrar en la zona. Ademas, la proporcion de la poblacion
de espermatozoides madviles se ve afectada negativamente por la criopreservacion (Lv, et
al., 2019). La reduccion de la unién del esperma es probablemente el resultado de una
lesion en la membrana espermatica, en el acrosoma, un dafio estructural en los receptores

de esperma o por una agregacion incompleta del receptor (Pini, et al., 2018).
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2.1 Abstract

Semen cryopreservation causes extensive chemical and physical damage to sperm
structure, wich cause premature aging and reduces viability and fertility of spermatozoa.
The addition of antioxidants to freezing extenders can reduce the oxidative damage caused
by the generation excessive of ROS and also the premature aging could be reduced by
adding an enzyme inhibitor that prevents an anticipated capacitacion. The aim of this study

was to evaluate the in vitro effect of addition of quercetine Q, L-ergothionenine (E) and H89
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to equine spermatozoa subjected to cryopreservation. Six experimental groups were
stablished: control, Q, E, H89, H89 + Q and H89 + E. Analyzed parameters were sperm
motility and kinematic using computer assisted sperm analysis (CASA), plasmatic
membrane integrity through the hyposmotic swelling test (HOST) and fertilizing capability
through in vitro heterologous fertilization. Quercetin increased BCF, while its combination
with H89 reduced total motility, progressive motility, and hyperactivated sperm. H89 or its
combinacion with either Q or E decreased VCL (P < 0,05). Likewise, H89 or its combination
with E decreased ALH. No significant differences were observed between treatments in
others kinematic patterns, membrane integrity or fertilizing capability. Results indicate that
H89 decreases signs of premature capacitation in cryopreserved equine spermatozoa and
guercetine increases BCF. However, as Q as E or the combination of both molecules with

H89 alter kinematic patterns important for achieving fertilization.

Keywords: Stallion, Sperm, frozen semen, Motility, Antioxidant, Cryocapacitation,

Fertilization

2.2 Introduction

Cryopreservation of stallion sperm has advanced equine breeding by enabling long-term
preservation and world-wide dissemination of valuable genetic material, and circumvents
the risk of injury and disease transmission associated with animal transportation and natural
mating (Miller, 2008). However, freezing and thawing, the toxicity of unequal distribution of
cryoprotectants and the osmotic stress and causes major damages to the spermatozoa and
their membranes, plasmatic and organelle-membranes in particular (Morris, et al., 2007).
As well, a number of other events occur during cooling: oxidative damage, premature
ageing or capacitation-like changes, which contribute to sperm death or, if surviving, to their
shortened life-span (Watson, 2000).

Further, cryopreservation reduces the functional and structural integrity of stallion
spermatozoa, and is associated with reactive oxygen species (ROS) production (Hoffmann,
et al.,, 2011). ROS scavengers are present in seminal plasma, and the primary ROS

scavengers described in equine semen are glutathione peroxidase, superoxide dismutase,
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and catalase (Baumber, et al., 2005). Despite this, during equine sperm cryoprervation, the
centrifugation used removes seminal plasma in order to concentrate spermatozoa before
freezing, withdrawing antioxidants present in semen, exposing thus spermatozoa to
excessive ROS damage (Squires, 2013). A way to improve sperm viability and,
consequently, fertilizing capacity would be the addition of antioxidants to the freezing
medium. Although many studies have exhibited positive results with the addition of
antioxidants to cryopreserved equine semen (Amidi, et al., 2016). Improvements in posthaw
fertility and sperm protection are needed yet. Their potential still depends on the antioxidant
type and/or concentration, as well as on the mechanism of action regarding sperm
protection (Said, et al., 2012).

Quercetin belongs to the flavonoid family and is the most potent scavenger of reactive
oxygen species. In equine semen has been shown to improve post thaw sperm quality
(Seifi-Jamadi, et al., 2016). Others studies have showed that Quercetin in comparison to
catalase or cysteine, improves post-thaw motility, and zona binding ability of stallion
spermatozoa in non-sorted, and DNA fragmentation in sex-sorted, stallion sperm (Gibb, et
al., 2013). On the another hand, L-Ergotioneine (E) is known as an unique and single
antioxidant amongst antioxidants which chelates heavy metals and protects of the cells
from ROS damage. Apart from this, in the body, E is preferentially accumulated in organs,
cells and secretions predisposed to high levels of oxidative stress and inflammation such
as liver, kidneys, erythrocytes, eye lens and seminal fluid (Cheah & Halliwell, 2012). In
sheep semen, ergothioneine has improved the motility of sperm, while its addition in the
freezing diluent for equine semen, and has allowed improving the post-thawing sperm
quality (Najafi, et al., 2014).

Moreover, in the last years, several investigators have reported changes in cryopreserved
spermatozoa that are similar to those occurring during capacitation wich are knowed as
“cryocapacitation’ (Neild, et al., 2003; Brum, et al., 2008; Restrepo, et al., 2019). The
capacitation status of cryopreserved spermatozoa is of interest, given that these
capacitation-like cellular modifications may reduce the reproductive lifespan of
cryopreserved cells. Betwwen the signaling pathways strongly related to sperm
capacitation is the cAMP/PKA (Leemans, et al., 2019). For this study we evaluated the H89,

an inhibitor of protein kinase A (PKA), with aim of stop or reduce the premature capacitation
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proccess induced by cryopreservation. Therefore, the objective of the present study was to
the in vitro effect of quercetine, L-ergothionenine and H89 on the quality of cryopreserved

equine spermatozoa.

2.3 Materials and Methods

2.3.1 Semen Collection and Processing

Semen from five colombian creole stallions with ages between o 5 and 8 years was
collected once a week for 3 weeks, using an artificial Missouri vagina (Minitube®), obtaining
a total of 15 ejaculates The age of the animals ranged from 5 to 8 years. The stallions were
not at sexual rest and their fertility was confirmed by their living offspring. The body
condition score of the horses ranged from 6 to 7 on a scale ranging from 1 to 9, with ,3
being extremely thin and 8-9 obese. For semen collection, a Missouri model (Minitube)
artificial vagina lubricated with non-spermicidal gel and a mare were used. The gel fraction
of the ejaculate was removed by filtration. The volume of each ejaculate was evaluated with
a graduated cylinder. Sperm concentration was assessed from a drop of fresh semen using
a photometer (Spermacue; Minitube) and sperm motility using a phasecontrast microscope
(Eclipse E200; Nikon Inc.), obtaining the average of five observation fields (400 X). Semen
was diluted 1: 1 with EquiPlus (Minitube) and was transported at 5°C in an Equitainer
(Minitube) for a time of two hours. All procedures were carried out in accordance with the
UK Animals (Scientific Procedures) Act, 1986, and associated guidelines, EU Directive
2010/63/EU for animal experiments or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). Only ejaculates
with a motility over 60% were used for cryopreservation following recommendation of Miro-
Arias (Miré-Arias, et al., 2011). The sperm-rich fraction (gel-free) was diluted in a 1:1 ratio,
using an extender EquiPlus® (Minitube) at 37 ° C, and then was transported under cooling
conditions on an Equitainer® (Minitube) within a maximum period of 2 hours to the
laboratory. Abnormal morphology (AM) was assessed using the modified eosin—nigrosin
test (Brito et al. 2011). A droplet of semen and a droplet of eosin—nigrosin (Sigma—Aldrich)

were placed on a microscope slide, mixed, smeared and placed on a warming plate at
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37°C. Subsequently, 200 spermatozoa were assessed individually in an Eclipse E200
(Nikon Inc.) phase contrast microscope. Only samples with 30% of abnormal morphology

were used for cryopreservation.

2.3.2 Supplementation and Sample Freezing.

Samples were centrifuged at 600 x g for 10 minutes, and sperm pellets were resuspended
in a freezing extender (EquiPlus® Minitube modified with an addition of 5% of egg yolk and
5% dimethylformamide) to a concentration of 100 x 10° cells/mL and placed in six (15 mL)
sterile centrifuge tubes. These aliquots were used for the six treatment groups as follows:
1, control; 2, quercetine 100 uM; 3, L-ergothioneine 150 uM; 4, H89 20 uM; 5, H89 20 uM
+ quercetin 100 uM and 6, H89 20 uM + L-ergothioneine 150 uM. Subsequently, the
samples were kept at 5 °C for 30 minutes to finally be packaged in 0.5 ml straws (V2 Dual
MRS1; IMV Technologies). A controlled curve was used (Crysalys Cryocontroller PTC-
9500; Biogenics, Inc.) to provide a cooling rate of 8 °C min-1 from 5 °C and -6 °C, followed
by 6 °C min-1 for 43.3 min up to -32 °C. Once the final temperature was reached, the
straws were immersed in liquid nitrogen (-196 °C) and stored in a nitrogen retention tank

until use, following recommendations from Usuga (Usuga, et al., 2018).

2.3. Post-Thawing Analysis

Two straws from each treatment, from each ejaculate and the same stallion, were thawed
in a water bath at 37°C for 30 seconds, 24 hours after storage in the cryogenic container.
Sperm motility was assessed using computer-assisted sperm analysis (CASA) according
to a modified protocol reported by Restrepo et al. (2013). The Sperm Class Analyzer (SCA)
Motility and Concentration (Microptic SL) software was used. An Eclipse E200 phase-
contrast microscope (Nikon Inc.) with a digital camera (Scout SCA780; Basler) were used.
A specific configuration was established for the software: 20 X 20 mm glass slide, optics in
ph (-), drop of 7 uL, equine species, thermal plate at 37°C and a particle size of 20 to 72

um. A minimum of 500 spermatozoids were evaluated in five observation fields.
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This study assessed the TM, PM, VCL, straight line velocity, and average path velocity of
the spermatozoa previously adjusted for equine semen. Three fields were selected for
analysis. Measured variables were total motility (TM), progressive motility (PM), average
path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), amplitude of
lateral head displacement (ALH), beat-cross frequency (BCF), linearity (LIN), straightness
(STR) and hyperactive (HA).

To evaluate sperm plasmatic membrane integrity, the hypo-osmotic swelling test (HOST)
was used by incubation of 100 uL of semen in 1.0 mL of a sucrose solution of 1700 mOsm/L
in a water bath at 37°C for 30 minutes. After this time, 20 uL of this solution was analyzed
using a phase-contrast microscopy at 400x magnification. A total of 200 spermatozoa were
counted, and those considered swollen (coiled) were determined to possess membrane
integrity after the subtraction of the percentage of tail alterations found in the morphologic
evaluation (Neild, et al., 1999).

2.3.4 Heterologous in vitro fertilization

For this experiment was done a modified protocol of Madrid (Gaviria, et al., 2019). Bovine
ovaries were collected from a local abattoir and transported to the laboratory in
physiological saline solution at 30-33°C. Cumulus oocyte complexes (COCs) were
recovered by aspiration of antral follicles (3-6 mm). Only COCs with uniform cytoplasm and
several layers of cumulus cells were selected. Groups of 10 COCs were matured in 70 pl
IVM medium, covered with mineral oil at 39 °C in a humidified atmosphere with 5% CO; for
22 h. In vitro matured COCs were washed and transferred into 70 ul IVF medium covered
with mineral oil. Frozen equine sperm from each one of six treatments were thawed at 37
°C for 60 s and selected by centrifugation (5 min at 5433 RCF) on a miniPercoll
discontinuous gradient (45 and 90%). The pellet was reconstituted into 400 pl IVF medium
and centrifuged again (3 minutes at 1358 RCF) and then diluted with IVF medium to a 2x10°
sperm/mL concentration and 5 ul of this dilution was added to the fertilization droplets.
Gametes were con-incubated for 21 hours at 39°C in a humidified atmosphere with 5%
CO., after which presumptive zygotes were washed in IVC medium, denuded by gentle
pipetting and incubated in IVC medium, at 39°C in a humidified atmosphere with 5% CO..

On day 3 embryos rates were recorded. Those oocytes incubated in IVF without sperm
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were used as parthenogenesis control. The embryos were observed by microscopy and
the percent by oocytes cultured was registered.

2.3.5 Statistical analysis:

Post-thaw semen parameters of sperm motility, and hyposmotic swelling test were
analyzed using a multi-way analysis of variance model, where the six treatments were
composed by the factorial combination of three levels of antioxidant and two levels of
capacitation inhibitor, while the different ejaculates within every stallion were used as the
levels of a blocking factor. The mean comparison procedures were performed using
Tukey’s HSD test, with an alpha level of 0.05. All analysis was carried out using R language
version string R 3.6.3 29/02/2020®

2.4 Results

Figures 1 and 2 show the results for total and progressive motility respectively. Total and
progressive motility were lower in treatment 5 (p <0.05). Table 1 shows the results for some
spermatic kinematics parameters with the different treatments. % HA was lower with H89Q
(p <0.05). STR and LIN showed equivalent results in different treatments while ALH was
lower when H89 was used. Data for sperm velocity, from those submitted to
cryopreservation in different treatments, is presented in table 2. The highest values for BCF
was observed with H89 (p < 0.05) while VCL was decreased with treatments H89 and
H89Q. Results for VSL, VAP were similar for all treatments. Results for plasmatic
membrane integrity are showed in figure 3 and results for heterologous in vitro fertilization
are showed in figure 4. For these parameters there were not significant statistics differences

among the six treatments. Figure 1 shows the results for TM with the different treatments.
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Figura 1. Total motility of posthawed equine. The graphic shows median and the distribution
of percent population in each treatment. Treatments with the same letter are not
significantly different (p <0.05).
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Figura 2. Progressive motility of posthawed equine. The graphic shows median and the
distribution of percent population in each treatment. Treatments with the same letter are
not significantly different (p <0.05).
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Table 1. Kinematic analysis of posthawed equine semen in each treatment. The table

shows mean +/- SEM of percent. Treatments with the same letter are not significantly

different (p <0.05). Amplitude of lateral head displacement (ALH), beat-cross frequency

(BCF), linearity (LIN), straightness (STR) and hyperactive (HA).

Treatment n STR LIN HA % ALH BCF
Control 15 79.59 +4.42 63.04+ 6.412 242 +0.51® 2.81+0.40*° 2.18+0.1°
Q 15 80.89+3.58° 62.01+6.122 237+0.47% 295+0.45% 2.29+0.13?2
E 15 78.56+5.37% 61.21+8.072 2.33+0.5% 2.93+0.45* 2.21+0.13%
H89 15 79.19+4.49° 624+6.16% 227+0.49% 278+0.39° 2.18+0.09°
H89Q 15 79.2+4.932 62.04 +7.462 2.12+0.43> 284+0.35% 2.21+0.1%
H89E 15 78.41+5.15° 61.74+6.092 216+0.45®% 279+0.36° 2.17+0.11°

Table 2. Kinematic analysis of velocities of posthawed equine semen in each treatment.

The table shows mean +/- SEM of percent.

Treatments with the same letter are not

significantly different (p <0.05). Average path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL),

curvilinear velocity (VCL).

Treatment n VAP VSL VCL

Control 15 67.34 £ 13.63% 53.6 £ 11.642 83.44 + 14.462
Q 15 62.23 + 11.452 50.2 + 9.382 79.78 £ 12.152
E 15 68.31 + 16.53¢ 53.66 + 13.442 85.61 £ 17.42
H89 15 63.09 + 13.652 50.03 + 11.012 77.76 £ 12.34°
H89Q 15 63.19 + 14.072 50.31 + 12.262 79.95 + 15.2°
H89E 15 63.53 + 11.762 49.78 +9.73? 78.93 + 10.03°
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Figura 3. Hyposmotic swelling test of posthawed equine. The graphic shows median and
the distribution of percent population of reacted sperm in each treatment. Treatments with
the same letter are not significantly different (p <0.05).
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Figura 4. Percent of embryos obtained by heterologous IVF. The graphic shows median
and the distribution of population in each treatment. Treatments with the same letter are
not significantly different (p <0.05).
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2.5. Discussion

Sperm cryopreservation is a widely used assisted reproductive technology, but stallion
spermatozoa have a low tolerance for the process as they are greatly affected by cold
shock, osmotic shock and oxidative stress reducing its fertilizing capacity (Loomis &
Graham, 2008; Prien & lacovides, 2016). Cryopreservation also affect sperm fertilizing
capacity because cause premature capacitation and therefore early aging of the sperm. In
regard to cryodamage, much attention has been directed towards antioxidants to improve
sperm quality. Quercetin, a well-known flavonoid, has many biological activities including
improvement of cardiovascular health, eye diseases, allergic disorders, arthritis, anti-
carcinogenic and many more (Lakhanpal & Rai, 2007). In addition, it has already been
shown to exert beneficial effects against ROS production during sperm processing in
several species including the equine (Gibb, et al., 2013; Seifi-Jamadi, et al., 2016). On the
other hand, another antioxidant with good potential for using in frozen equine semen is the
L-Ergothioneine. Recent studies have showed that this molecule improves post thaw sperm
kinematic and decreases the ROS level with a good antoxidant capability (Restrepo, et al.,
2019). Regards to sperm capacitation many studies have demostrated the important role
of cAMP/PKA pathway. To help reduce premature capacitation and oxidative stress and to
improve the sperm quality, in this study was used H89, an inhibitor of PKA and the

antioxidants quercetin and L-Ergothioneine (Shan, et al., 2021).

In this investigation it was found that quercetin added to the freezing diluent in a final
concentration of 100 uM, did not show a significant difference with respect to the control
both in total motility and in progressive post-thaw. However, its combination with 20 yM
H89 reduced it by 20% and 10% respectively (Figures 1 and 2). Other evaluated kinematic
parameters such as VSL, VAP, LIN and STR did not show influence of quercetin. In
addition, the combination of quercetin with H89 led to an increase in BCF and a decrease
in VCL, % HA (Tables 1 and 2). A study by Filho et al., 2017 in equine semen found results
similar to ours with quercetin in concentration ranges from 0.25 to 1 mM, in which no
influence of this flavonoid was observed on progressive motility, mitochondrial function,
acrosomal reaction, integrity of membrane and DNA fragmentation (Filho, et al., 2017).
Similarly, Restrepo et al., (2016) found that quercetin at 100 uM decreased both total and
progressive motility in equine semen. In contrast, there are several recent studies that have

found positive results for quercetin in seminal quality (Restrepo, et al., 2016).
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Seifi-Jamadi et al., (2016) found that at a concentration of 0.1 mM quercetin improved the
freezability of equine sperm by reducing its oxidative stress, in addition a recent work on
bovine semen found that at concentrations from 5 to 20 ug / mL quercetin improved all the
parameters of post-thaw speeds in semen (Seifi-Jamadi, et al., 2016). Likewise, in other
species such as roosters, canines and humans, beneficial effects of quercetin have been
found on post-thaw seminal quality (Azadi, et al., 2017).

The results with this flavonoid are paradoxical, since in some species and in some
concentrations it shows a beneficial effect, while in others it does not show any influence
or reduces important parameters of seminal quality, may be the pH variations in biological
tissues that are capable of influencing the antioxidant effect of flavonoids and in some cases
the antioxidant activity can become pro-oxidant due to its chelating activity (Grace, 2005).
Other factors such as: the species, the composition of the diluent and its concentration can
lead to divergent results with respect to this flavonoid. With L-ergothionein there was no
significant difference in total motility with respect to the control, but a similar effect was
observed to the combination of quercetin and H89 in the reduction of progressive motility
with respect to the control (Figures 1 and 2). Additionally, the combination of L-ergothionein
with H89 reduced VCL and ALH (Tables 1 and 2). No significant differences were observed
in other evaluated kinematic parameters. L-ergothionein is a thiol antioxidant that has been
little used in horses but has shown positive results in terms of semen quality, especially in
rams. In horses, Restrepo et al., (2016) found that at 100 uM L-ergothionein increased total
motility, but decreased the progressive motility with respect to the control. Additionally,
kinematic parameters such as VCL, VSL, VAP and% HA also decreased with respect to
the control. Studies from the same group with an ergothionein concentration of 150 yM
showed an increase in progressive motility, VCL and VAP. More beneficial and promising
results have been found with L-ergothionein in rams. Najafi et al., (2014) found that L-
ergothionein at 6 mM in the freezing diluent increased total motility. On the other hand,
other works showed no effects of L-ergothionein in horse and sheep semen respectively.
The results obtained with the combinations of both quercetin and L-ergothionein with H89
presume a synergistic effect. (da Silva, et al., 2003; Yildiz, et al., 2015).

H89 is a specific inhibitor of PKA, this enzyme is stimulated by the increase in intracellular

CcAMP and is directly involved in sperm motility through the phosphorylation of flagellar
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proteins of the sperm, thus contributing to their mobility (Lasko, et al., 2012). Lasko et al.,
(2012) found that H89 decreased total motility and progressive motility, and also decreased
the percentage of hyperactive sperm (HA). Hyperactivation is a process that is part of sperm
capacitation, in this case a decrease in% HA is a good result since it would be reducing
signs of cryocapacitation and this is a good indicator of post-thaw sperm quality. For the
other hand, they demonstrated that the use of H89 in concentrations of 30 and 50 yM
decrease both the total and the progressive velocity in equine semen. In the same work, it
is also shown that similar results were obtained using an inhibitor of the calcium-calmodulin
pathway at concentrations of 50-150 uM; this data is interesting since sperm motility and
sperm capacity are not regulated only by the cAMP-PKA pathway.

Other signal transduction pathways are also involved and have not been extensively
studied in equine sperm. The sperm membrane plays a fundamental role in the processes
of training, acrosomic reaction, recognition of the zona pellucida and fertilization (Okabe,
2013). Our work evaluated by means of the hyposmotic test (HOST), the functionality of
the sperm membrane, in which no effect was found for any of the evaluated treatments
(Figure 3). In similar works using quercetin and L-ergothionein it was found that there was
no effect on the integrity and functionality of the membrane (Restrepo, et al., 2016), and
other works also found no effect of quercetin on membrane integrity in equine semen (Seifi-
Jamadi, et al., 2016). Similar results were shown by (Filho, et al., 2017) who evaluated
guercetin in different concentrations on the integrity of the membrane and found no
significant differences between treatments or of these with respect to the control.
Additionally, Ghallab et al., (2017) also found no effect of the use of antioxidants on

membrane functionality, evaluated by HOST (Ghallab, et al., 2017).

It could be presumed that the antioxidants used do not significantly reduce the damage that
the sperm membrane suffers due to the cryopreservation process or that the damage
suffered exceeds the capacity of the antioxidants evaluated. Figure 3 shows that the
percentage of reacted sperm does not exceed 30% on average, which is consistent with
the percentage of progressive motility obtained, although the total motility is 45% on
average. Motile sperm are likely, but with membrane damage contributing to loss of fertilizer

capacity.



66  Evaluacion de la integridad y funcionalidad espermética post-descongelacion
del caballo criollo colombiano mediante el uso de antioxidantes y un inhibidor de
la capacitacion

Our study also evaluated the fertilizing capacity of cryopreserved equine spermatozoa with
the different treatments, through heterologous fertilization using bovine oocytes. This type
of assay is widely used, mainly due to the limited availability of equine oocytes for research.
Our results did not show significant differences in the fertilizing capacity of the sperm,
measured by the number of embryos produced in vitro by heterologous fertilization.
Previous studies have shown the ability of equine oocytes to successfully fertilize bovine
oocytes. However, damage to the plasma membrane or acrosome, produced by
cryopreservation, is likely to affect the fertilization process without affecting sperm motility.
Similarly, cryocapacitation can alter sperm and DNA longevity, leading to failed fertilization
or to fertilization without subsequent embryonic development. Our data show that the
average rate of embryos produced was 18%, these results agree with what was found by

(de Vasconcelos Franco, et al., 2016) using vitamin E as an antioxidant.

2.6 Conclusions.

Quercetin and L-ergothionein in combination with the PKA inhibitor H89 alter post-thaw
equine sperm kinematics and reduce signs of hyperactivation. No effects on membrane

functionality or fertilizing capacity of antioxidants or H89 were observed.
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3.1 Resumen

La criopreservaciéon seminal aumenta la produccién de especies reactivas del oxigeno
(EROS) vy nitrégeno (ERNS), y su sobreproduccion genera estrés oxidativo, lo cual se
relaciona con una reduccién de la motilidad espermatica, viabilidad e integridad de la
membrana plasmatica. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la estabilidad oxidativa en
semen equino criopreservado. Para esto se criopreservaron espermatozoides de caballo
criollo colombiano, en un diluyente de criopreservacién suplementado con ya sea,
guercetina (Q), L-ergotioneina (E), H89, H89 + quercetina (H89Q) y H89 + L-Ergotioneina

(H89E). Posdescongelacion, se midieron mediante espectrofluorometria las especies
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reactivas totales, y la peroxidacion lipidica. Los resultados mostraron una disminucién de
EROS/ERNS asi: Quercetina > H89Q=H89E > L-Ergotioneina > Control=H89, Por otro
lado, los resultados de peroxidacion lipidica demostraron que todos los tratamientos,
excepto L-Ergotioneina, redujeron la peroxidacion lipidica con respecto al control; la
proteccion se dio en el siguiente orden H89Q > H89= H89E > Q > E = Control. Se concluye
un efecto antioxidante importante de las moléculas Q, E y se sugiere una actividad
sinérgica de Q con el H89 en la disminucion de la peroxidacion lipidica en espermatozoides

equinos criopreservados.

3.2 Introduccioén

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado varios protocolos y diluyentes de
criopreservacion incorporando diferentes crioprotectores (Jerez, et al., 2016) acidos
grasos, vitaminas (Fair, et al., 2014) y azucares (Naing, et al., 2010) para preservar los
espermatozoides de diferentes especies de mamiferos. A pesar del éxito en la tecnologia
de criopreservacion seminal, hay aproximadamente un 50% de disminucion en la motilidad

de los espermatozoides post-descongelacion (Lessard, et al., 2009)

La pérdida en la funcionalidad de los espermatozoides se debe principalmente a los dafios
resultantes del proceso de congelacién y descongelacion. Se han propuesto algunos
mecanismos que incluyen el choque frio, el estrés osmético y la formacion de cristales de
hielo intracelulares como factores responsables del dafio (Yoon, et al., 2016). Asimismo,
diferentes estudios sugieren gque la congelacion y descongelacién de espermatozoides
desencadena la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROS) y nitrdgeno (ERNS).
Si bien, niveles moderados de EROS/ERNS son esenciales durante la vida del
espermatozoide, para procesos como capacitacién, y reaccion del acrosoma, su
sobreproduccion durante la criopreservacion genera estrés oxidativo (Taylor, 2001; Seifi-
Jamadi, et al., 2016; Yoon, et al., 2016; Len, et al., 2019). Esta condicién se define como
un desbalance celular entre EROS y ERNS vy los sistemas antioxidantes, en favor de las
EROS/ERNS (Silva, et al., 2012). Las especies reactivas se forman derivadas de procesos
biolégicos normales tales como respiracion mitocondrial y peroxidacion lipidica o como
resultado de exposicion celular a diferentes condiciones de pH, luz, temperatura y
procesamiento (Gongalves, et al., 2018). Los radicales libres tienen existencia

independiente y una vida media extremadamente corta, de nanosegundos, lo que las hace
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altamente reactivas, acomplejdndose con las biomoléculas celulares quienes se veran
guimicamente modificadas alterando su funcion biolégica. Precisamente se ha reportado
perdida de motilidad total del esperma, motilidad progresiva, viabilidad y perdida de la
integridad de la membrana plasméatica a causa del estrés oxidativo (de Oliveira, et al.,
2013). La peroxidacion lipidica inicia con la extraccién de un &tomo de hidrégeno y la
formacion de especies reactivas, que desatan reacciones de oxidacién en cadena. Dentro
de las consecuencias que trae la peroxidacion se halla el detrimento de la fluidez de la
membrana, y una pérdida concomitante de la funcién espermatica (Ball, et al., 2001). Los
cambios en la funcién del esperma incluyen la disminucion de la fusién esperma—ovocito,
reduccion de la motilidad espermatica y alteracion de la permeabilidad de la membrana y
el metabolismo, asi como dafios a la cromatina de los espermatozoides (Tvrd4, et al.,
2020).

Varios antioxidantes han sido propuestos para contrarrestar los efectos adversos de los
radicales libres, puntualmente, la quercetina es un bioflavonoide y estd comiUnmente
presente en alimentos como frutas y verduras. La quercetina tiene varias actividades
bioldgicas que incluyen actividades antioxidante (Seifi-Jamadi, et al., 2017), actividades
antiinflamatoria (Nikfarjam, et al., 2017) y antimicrobianas (Fu, et al., 2016). La quercetina
previene la peroxidacion lipidica e inhibe el desarrollo de radicales libres y promueve la
expresion génica de enzimas antioxidantes como NADPH-quinona oxidoreductasa,
glutation s-transferasa y UDP-glucuronosiltransferasa (Moretti, et al., 2012; Aitken, et al.,
2016). En semen equino se ha encontrado que redujo el dafio al ADN, mejoré la movilidad
y potencié la union del esperma a la zona pellcida (Gibb, et al., 2013). Adicionalmente,
redujo la peroxidacion lipidica y en semen humano, aumenté tanto la movilidad como la
viabilidad espermética y redujo la fragmentacién del DNA por congelacién (Zribi, et al.,
2012). Por su parte, en estudios reproductivos se ha reportado que la L-Ergotioneina
protege al semen del estrés oxidativo. Esta molécula porta un grupo tiol y se encuentra en
gran cantidad en semen equino, porcino y humano, y se ha identificado que incrementa la
viabilidad espermatica durante el almacenamiento y reduce la peroxidacién lipidica
(Topraggaleh, et al., 2014). En semen de macho ovino, la ergotioneina ha mejorado la
movilidad de los espermatozoides (Najafi, et al., 2014) mientras su adicién en el diluyente
de congelacién para el semen equino, ha permitido mejorar la calidad espermatica post-
descongelacion (Lanconi, et al., 2015). Dados los antecedentes presentados, este trabajo

tiene como objetivo evaluar el estrés oxidativo del espermatozoide equino criopreservado
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en presencia de quercetina, H89 y L-Ergotioneina, mediante deteccién de EROS/ERNS
totales y lipidos peroxidados.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Recoleccion y procesamiento de semen

Para la recoleccion de semen, se usaron 5 sementales criollos colombianos, con fertilidad
probada por nacimiento de crias vivas, sin estar en reposo sexual y con edades entre 5y
8 afos. La puntuacion de la condicion corporal estuvo entre 6-7 sobre una escalade 1 a 9
con 3 siendo extremadamente delgados y entre 8-9 obesos. El proceso de colecta se hizo
siguiendo recomendaciones de Miro-Arias (Miré-Arias, et al., 2011). Basicamente, cada
caballo se colecté una vez por semana durante 3 semanas, obteniéndose un total de 15
eyaculados, utilizando una vagina artificial de Missouri (Minitube), lubricada, sin gel
espermicida y se utilizé una yegua como estimulante. Para la colecta, se usaron bolsas de
plastico con un filtro para obtener semen libre de gel. El volumen de cada eyaculado se
evalud con un cilindro graduado. La concentracion espermatica se evaluo a partir de una
gota de semen fresco usando un fotometro (Spermacue; Minitube) y la motilidad
espermatica usando un microscopio de contraste de fase (Eclipse E200; Nikon Inc.),
obtaining the average of five observation fields (400 X). Para la criopreservacion solo se
utilizaron eyaculados con mas del 60% de motilidad. La fraccién rica en esperma (libre de
gel) se diluy6 en una proporcion 1:1 usando el diluyente EquiPlus® (Minitube) a 37 °C y
luego se transportd al laboratorio bajo refrigeracion en un Equitainer® (Minitube) a 5°C
dentro de un periodo maximo de 2 horas. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de
acuerdo con the UK Animals (Scientific Procedures) Act, 1986, and associated guidelines,
EU Directive 2010/63/EU for animal experiments or the National Institutes of Health guide
for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). La
motilidad espermatica pre-congelacion se evalué usando el andlisis espermatico asistido
por computador (CASA) de acuerdo a un protocolo modificado del reportado por Restrepo
et al, 2013. Se uso el programa Sperm Class Analizer (SCA) motilidad y concentraciéon
(Microptic SL). Se us6 un microsocopio de contraste de fase (Eclipse E200 (Nikon Inc.) con
una camara digital (Scout SCA780; Basler). Una configuracién especifica para especie

equina se establecié por el programa: Un cubreobjetos de 20 X 20 mm en Optica ph (-),
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una gota de 7 pL colocados en placa térmica a 37 °C y un tamafio de particula de 20 a 72
gm. Se evaluaron un minimo de 500 espermatozoides en 5 campos de observacién. La
morfologia anormal se evalué usando la prueba eosina-nigrosina (Brito et al. 2011). En un
un portaobjetos sobre placa térmica a 37 °C se mezclaron y extendieron una gota de
semen y una gota de eosina nigrosina. Posteriormente, 200 espermatozoides se evaluaron
individualmente en un microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.) Solo

muestras con 30% de morfologia anormal se usaron para criopreservacion

3.3.2 Suplementacion y congelacion.

Las muestras se centrifugaron a 600 g durante 10 minutos, y los pellets se re-suspendieron
en un diluyente de congelacion (EquiPlus® Minitube modificado con una adicién de 5% de
yema de huevo y 5% de dimetilformamida) hasta una concentracion de 100 x 10°
células/ml, posteriormente se distribuyeron en seis tubos de centrifuga estériles (15 ml) y
se suplementaron de acuerdo a los tratamiento que se describen a continuacion: 1, control;
2, quercetina 100 uM (Q); 3, L-ergotioneina (E) 150 uM; 4, H89 20 uM; 5, H89 20 uM +
guercetina 100 pM (H89Q) y 6, H89 20 uM + L-ergotioneina 150 uM (H89E).
Posteriormente, las muestras se mantuvieron a 5 °C durante 30 minutos para finalmente
ser envasadas en pajuelas de 0,5 ml (V2 Dual MRS1; Tecnologias IMV). Se us6 una curva
controlada (Crysalys Cryocontroller PTC-9500; Biogenics, Inc.) para proporcionar una
velocidad de enfriamiento de 8 °C min™ desde 5 °C y -6 °C, seguida de 6 °C min* durante
43.3 min hasta -32 °C. Una vez alcanzada la temperatura final, las pajillas se sumergieron
en nitrégeno liquido (-196 °C) y se almacenaron en un tanque de retencién de nitrégeno

hasta su uso, siguiendo recomendaciones de Usuga (Usuga, et al., 2018).

3.3.3 Post-descongelamiento y analisis

Se descongelaron pajillas de cada tratamiento, de cada eyaculado y el mismo semental,
en un bafio de agua a 37 °C durante 30 segundos, 24 horas después del almacenamiento
en el recipiente criogénico, las muestras descongeladas fueron sometidas directamente a

los analisis que se describen a continuacion:
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3.3.4 Cuantificacion de las Especies Reactivas del Oxigeno
(EROS)

Para la evaluacion de EROS se siguié el método sugerido por (Gongalves, et al., 2018)
con algunas modificaciones; en este la sonda no fluorescente 2,7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) se difunde a través de la membrana
espermatica, donde es oxidada por las EROS y ERNS presentes, originando el compuesto
fluorescente 2,7 diclorofluoresceina (DCF), la intensidad de fluorescencia emitida esta
directamente relacionada con la cantidad de EROS/ERNS de la muestra evaluada. Para
el desarrollo de la prueba se mezclaron 270 pL de DCFH-DA 40 uM, preparada en buffer
fosfato de sodio -75 mM, pH 7.4 - y 30 uL de la muestra a evaluar. Inmediatamente se
monitoreo la intensidad de fluorescencia emitida durante 3000 seg, bajo las siguientes
condiciones; A excitacion: 490 nm, A emisiéon: 530 nm y 10nm de slit de emision y
excitaciones, las medidas fueron tomadas en un espectrofluorimetro (LS-55®, Perkin
Elmer, USA), el cambio de las unidades relativas de fluorescencia (URF) con el tiempo
(URF/seg) se tom6 como medida del contenido de EROS/ERNS.

3.3.5 Cuantificacion de la Peroxidacion Lipidica

Para la evaluacion de la peroxidacion lipidica en las muestras seminales, se sigui6 el
método sugerido por Ball y Vo (Ball & Vo, 2001), este método se basa en la incapacidad
de la sonda C11 — BODIPY 859 para fluorescer en solucién. Los cambios de fluorescencia
reflejan indirectamente la presencia de acidos grasos oxidados en la muestra, esto debido
a que la sonda posee 2 dobles enlaces conjugados que son susceptibles a la oxidacién a
causa de los acidos grasos oxidados provenientes de las muestras bioldgicas teniendo
como resultado la oxidacién del dieno y un cambio en la longitud de onda de la sonda de

roja a verde.

Para la prueba, 1000 pyL de muestra se centrifugaron a 600 x g durante 10 minutos, a
continuacion, el pellet con aproximadamente 100 x 10° de células, se resuspendié en 1 mL
de la sonda fluorescente C11-BODIPY581/591 10 uM (Molecular Probes Inc., USA)
preparada en buffer fosfato de sodio -75 mM, pH 7,4-. La muestra se dividié en alicuotas
de 300 pL, sirviéndose por triplicado en una microplaca de 96 pozos, posteriormente se
registro la fluorescencia emitida cada 15 minutos durante ocho medidas. La intensidad de

fluorescencia se evallo a dos condiciones: fluorescencia roja y fluorescencia verde, a
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longitudes de excitacion y emision (ExXEm) de 590 nm/635 nm y 485 nm/535 nm,
respectivamente, usando un espectrofluorimetro (LS-55®, Perkin Elmer, USA). El grado
de peroxidacion lipidica de las células esperméaticas se expres6 como la relacion entre la
fluorescencia roja y verde (BODIPYrojo / BODIPYverde) en cada muestra.

3.3.6 Andlisis estadistico

Se realizé el ajuste de modelos mixtos completamente aleatorizados. En cada modelo se
incluyé el efecto fijo del tratamiento y el efecto aleatorio anidado del eyaculado dentro del
equino. Las covariables incluidas en cada modelo se definieron mediante un analisis de
correlacion de Pearson. Dado el uso de pruebas paramétricas, se evalué la normalidad de
los datos por la prueba de Shapiro-Wilk. La comparacion de las medias entre los
tratamientos se realiz6 mediante la prueba de Tukey. El nivel de significancia considerado
para todas las evaluaciones fue p<0,05. Todos los analisis se realizaron mediante el
programa SAS 9.2 (SAS Inst. Inc., Cary, USA).

3.4 Resultados y Discusion

Cuando los espermatozoides son sometidos a criopreservacion, el nivel de EROS/ERN
aumenta hasta 200% con respecto al semen fresco (Ball, et al., 2001). Esto sumado a que
la capacidad antioxidante del espermatozoide no es suficiente para mantener el balance
oxidativo, y que la proteccion antioxidante que ofrece el plasma seminal se pierde al ser
este retirado durante el procesamiento de muestras, reduce su supervivencia y capacidad
fertilizante (Castro, et al., 2016). Estas evidencias han conducido a la necesidad de incluir
antioxidantes en los diluyentes de criopreservacion para mejorar la cantidad y calidad de
los espermatozoides posdescongelaciéon. Esta estrategia ha mostrado una mejora general
en la calidad de los espermatozoides después del descongelamiento en comparacién con
los controles basados en pruebas androlégicas convencionales (Gibb, et al., 2013; Najafi,
et al., 2014). En este estudio, la Figura 1 muestra los resultados del contenido total de
EROS/ERNS expresados como Unidades Relativas de Fluorescencia por segundo

(URF/seg para los diferentes tratamientos.
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Figura 1. Medida del contenido de EROS/ERNS por Unidades Relativas de Fluorescencia
por segundo (URF/seq) para los diferentes tratamientos Tratamientos con la misma letra
no presentaron diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05).

Los resultados permiten evidenciar la efectividad de los tratamientos antioxidantes frente
a la presencia de EROS/ERNS en semen equino post-descongelacién, la proteccion se dio
en el siguiente orden Quercetina > H89Q=H89E > L-Ergotioneina > Control=H89, es decir,
la quercetina (Q), o la combinacion de H89 con quercetina (H89Q) o ergotioneina (H89E),
se muestran como mejores antioxidantes para el sistema evaluado, incluso mucho mas

efectivo que el uso de independiente de Ergotioneina o H89.

Los resultados del presente estudio concuerdan con la actividad antioxidante exhibida por
la quercetina en otros estudios. Se ha encontrado que esta molécula posee un efecto
inhibidor de la peroxidacion lipidica similar y sinérgico al resverastrol, y mas potente que

las vitaminas C y E, en virtud de las grandes cantidades de grupos hidroxilo en su
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estructura (Stojanovi¢, et al., 2001). Ademas de esto, se ha comprobado su capacidad
inhibidora de dafios oxidativos inducidos por peréxido de hidrégeno en el ADN de linfocitos
humanos (Azadi, et al., 2017; Sies, 2018).

Un estudio reciente encontré que la adicién de quercetina 200 uM mejoré la motilidad
progresiva y la integridad de membrana, ADN y acrosoma en espermatozoide de toro
(Ahmed, et al., 2019). Se ha demostrado ademas que este flavonoide incrementa la
longevidad del espermatozoide en semen fresco al inhibir la glicélisis y prevenir la
formacion de EROS a través de sistemas celulares enzimaticos y no enzimaticos (Banday,
et al.,, 2017). Por otra parte, la quercetina ha mostrado diferentes bondades como
suplemento en el proceso de congelacion seminal de diferentes especies. Restrepo y
colaboradores, 2016 evaluaron la capacidad antioxidante total (CAT) de semen equino
descongelado suplementado con quercetina (Q) y ergotioneina (E) 150 uM; los resultados
arrojaron una mejoria en la CAT del 54% y 50% para la suplementacion con Q y E
respectivamente, versus el control (Restrepo Betancur, et al., 2016). Otro estudio, de Seifi-
Jamadiv y colaboradores, reporté la efectividad in vitro de quercetina al suplementar
muestras seminales equinos con 200 uM de esta, lograndose reducciones del 11% en la
produccion de Malondealdehido (MDA) como indicador de la oxidacion celular (Seifi-
Jamadi, et al., 2016). Una investigacion en conejos (Oryctolagus cuniculus) permitio
evidenciar la capacidad antioxidante de la quercetina, a través de la disminucién de MDA
(11% menos) como indicador de oxidacion celular (Naseer, et al., 2018). Otos autores han
reportado una disminucion en el contenido de MDA, 17% menos, en semen fresco de
caprinos, cuando es suplementado con quercetina a 10 uM (Rahmatzadeh, et al., 2017),
igualmente, se ha demostrado la disminucion del 10% en la produccion de MDA en semen
de macho ovino post-descongelacién suplementado con 20 uM de quercetina (Banday, et
al., 2017). Se han demostrado reducciones hasta del 8% en el potencial de membrana
mitocondrial, relacionado directamente con la cantidad de especies radicalarias, al
suplementar semen de macho ovino criopreservado con quercetina 20 uM (Silva, et al.,
2012). De igual manera se ha encontrado que en ratas que la quercetina protegio a los
espermatozoides del dafio mediado por H20», redujo la peroxidacion lipidica y mejor6 la

actividad de enzimas antioxidantes (Ben Abdallah, et al., 2011).

En el presente estudio, por ejemplo, la quercetina se comporté como mejor antioxidante y

logro reducciones en el contenido de EROS/ERNS cercanas el 21% cuando se suplement6
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semen criopreservado con 100 uM de esta. Por su parte, los resultados obtenidos con la
ergotioneina concuerdan con trabajos realizados, se ha demostrardo que la ergotioneina
10 mM potencid la congelabilidad del semen al mejorar los parametros cinematicos de
espermatozoides de carnero posdescongelacion, ademas se ha encontado que la
ergotioneina 150 pM inhibe un 20% el nivel de EROS en semen equino (Najafi, et al., 2014;
Restrepo Betancur, et al., 2016; Krishnappa, et al., 2018)

De otro lado, los espermatozoides en la mayoria de mamiferos, tienen un contenido
relativamente alto de acidos grasos poliinsaturados en su membrana plasmatica, se cree
gue estos, son importantes en el mantenimiento de la fluidez de la membrana celular (Sahu
& Green, 2017). Desafortunadamente, la presencia de acidos grasos poliinsaturados en la
membrana espermatica también aumenta la susceptibilidad de los espermatozoides a

dafios peroxidativos.

Anteriormente, la deteccion de la peroxidacion lipidica en espermatozoides se basaba
principalmente en mediciones indirectas, al detectar productos finales de la peroxidacion
lipidica tales como malondealdehido (MDA) o 4-hidroxialquenales (Seifi-Jamadi, et al.,
2016). Como alternativa a la deteccion de peroxidacion lipidica, una variedad de sondas
fluorescentes lipéfilicas se han utilizado. Por ejemplo, la sonda C11 - BODIPY58V/591
utilizada en el presente estudio. En particular, la sonda posee 2 dobles enlaces conjugados
gue son susceptibles a la oxidacion en presencia de radicales lipidicos de membrana
celular, la oxidacién de estos dienos trae como resultado un cambio en la longitud de onda
de roja a verde, y una reduccién del cociente entre estos valores (Drummen, et al., 2001).
La figura 2 muestra los resultados del nivel de peroxidacion lipidica expresada como la
relacion entre la fluorescencia roja y verde (BODIPY™°/BODIPY"'®) para los diferentes
tratamientos. En semen equino ya Ball and Vo demostraron que hay peroxidacioén lipidica

causada por enfriamiento en semen equino (Ball & Vo, 2001).
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Figura 2. Nivel de peroxidacion lipidica por fluorescencia para los diferentes tratamientos
antioxidantes en semen equino criopreservado. Tratamientos con la misma letra no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05).

Los resultados demostraron que todos los tratamientos, excepto L-Ergotioneina, redujeron
la peroxidacion lipidica de membrana, pues la relacién BODIPY™°/BODIPY e fue superior
al control en todos los casos con respecto al control (> 7.38). Especificamente, la
proteccidn se dio en el siguiente orden H89Q > H89= HB89E > Q > E = Control, es decir, al
parecer el H89 disminuye la peroxidacion lipidica (hasta el 30% mas con respecto al
control. Ademas, se percibi6é un posible efecto sinérgico de H89 y Q, dado que la proteccion
de H89Q fue mayor en comparacion a la que conferida por los compuestos individuales.
De igual manera H89 y E mostraron un posible efecto sinérgico ya que la reduccion de la
peroxidacion lipidica fue mayor que sus contrapartes individuales, se ha determihnado la

reduccién en la peroxidacion lipidica en semen equino utilizando vitaminas E y C; ademas
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de la reduccién de la peroxidacion lipidica utilizando taurina en semen de carnero (Banday
et al, 2017) (Franco, et al., 2013; Banday, et al., 2017).

El efecto del H89 sobre la peroxidacién lipidica puede explicarse por la inhibicion de la
produccion de EROS por la proteina kinasa dependiente de AMP ciclico (PKA). Se ha
documentado que la PKA, ya sea la citosoélica translocada a la mitocondria, o la
mitocondrial, afectan la cadena transportadores de electrones en varios puntos,
contribuyendo a la produccion de EROS (Amer & Hebert-Chatelain, 2018). Ya que el H89
es un inhibidor especifico de la PKA, es posible que la disminucién de EROS mitocondrial
se vea reflejada en la disminucién de la peroxidacion lipidica, ademas la utilizacion de H89
en la linea celular HEK293 mostré disminucién en la produccion de EROS (Shu, et al.,
2013). No obstante, este es el primer estudio que reporta un efecto de H89 como inhibidor
de la peroxidacion lipidica, por lo que los resultados presentes contribuyen a la
potencializacién del acervo tedrico-practico, y a profundizar mas en estudios sobre
moléculas efectivas en la proteccién contra el estrés oxidativo en espermatozoides equinos

criopreservados.

3.5 Conclusiones

Los datos obtenidos en el presente estudio permiten concluir que tanto la quercetina como
la ergotioneina, o su combinacion con el inhibidor H89, disminuyen caracteristicas del
estrés oxidativo, al reducir de manera significativa los niveles de EROS/ERNS. La
guercetina o su combinacion con H89 disminuyen la peroxidacion lipidica en
espermatozoide equino criopreservado. ElI H89 disminuyd por sisolo la peroxidacion

lipidica sugiriendo un efecto antioxidante de esta molécula.
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4.1 Resumen

El proceso de criopreservacion causa la desestabilizacién de la membrana plasmatica,
dando lugar a efectos secundarios negativos tales como la capacitacion prematura, la
apoptosis y la baja actividad mitocondrial de los espermatozoides equinos. Tales efectos
se podrian minimizar mediante la utilizacion de agentes inhibidores de la capacitacion y
antioxidantes. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la quercetina, la
ergotioneina y el H89 sobre la viabilidad, la estabilidad de membrana plasmética y la

actividad mitocondrial del semen equino criopreservado. Para ello, quince eyaculados
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seleccionados a partir de cinco equinos, fueron criopreservados bajo 6 tratamientos con
los siguientes aditivos al diluyente de congelacion: control, quercetina (Q), L-ergotioneina
(E), H89, H89 + Q y H89 + E. Posterior a la descongelacion del semen, se evaluo la
estabilidad de la membrana plasmética, la viabilidad, la actividad mitocondrial y el
contenido de calcio del semen criopreservado, mediante citometria de flujo con las
tinciones M-540/Yopro-1 y DIOC6/Pl y FURA-2, respectivamente. Los resultados fueron
analizados mediante la prueba estadistica no paramétrica de Friedman, encontrandose, al
comparar los rangos evaluados, la misma distribucion poblacional sin importar el
tratamiento aplicado para la criopreservacion (p>0.05). Sin embargo, dentro de la
poblacién de células con alta actividad mitocondrial (MITA) se diferencié el grupo
suplementado con H89E; los resultados sugieren un efecto un mayor valor de MITA y una
mayor viabilidad en comparacion con los demas tratamientos. También el tratamiento con
E muestra un efecto en mayor captaciéon de calcio. Adicionalmente, el analisis por
componentes mostr6 que las condiciones espermaticas ideales con respecto a la
estabilidad de membrana, potencial mitocondrial y captacion de calcio son diferenciales de
acuerdo al semental. En conclusion, el tratamiento H89E se muestran mas asociado a una
actividad mitocondrial alta y viabilidad, mientras el tratamiento con E a una mayor captacién

de calcio en semen equino criopreservado.

4.2 Introduccioén

La criopreservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva que busca
promover la conservacion del germoplasma masculino por tiempo indeterminado y usarlo
principalmente en mejoramiento genético (Masoudi, et al., 2016). No obstante, aunque en
la actualidad ha llegado a ser un procedimiento rutinario en ganaderia y medicina, existen
evidencias que una de las causas de la baja fertilidad obtenida con semen congelado, se
debe a la capacitacién prematura provocada por el choque térmico, un fenbmeno que esta
fuertemente ligado a la alteracion de las membranas de la célula espermatica y conocido
como criocapacitacion (Khumran, et al.,, 2019). Las evidencias en machos ovinos
demuestran que las membranas celulares son mas sensibles a los dafios que provocan
las bajas temperaturas, en relacion al nicleo y al segmento intermedio del espermatozoide,
en relacién al acrosoma, la membrana externa es mas vulnerable que la membrana interna

y la matriz acrosomal (Gil, et al., 2003)
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Durante el proceso de congelacion y descongelacion las membranas son sensibles a los
cambios térmicos, mecanicos, quimicos y osmoticos debido a:las alteraciones del volumen
celular (ocasionado por la adicion del crioprotectores antes de la congelacion), las
contracciones y expansiones de la membrana, la deshidratacion derivada de la
congelacion, las fases de transicion de los fosfolipidos de membrana y la formacion
intracelular de hielo (Contreras, et al., 2020). Estos dafios afectan la organizacién, fluidez,
permeabilidad y composicién de la membrana, e inducen una capacitacion prematura de
las células espermaticas, con una tasa metabdlica elevada motilidad hiperactiva, y un
incremento en la fluidez y permeabilidad de la membrana plasmatica (Sieme & Oldenhof,
2015).

De otro lado, después de la congelacion, el espermatozoide pierde capacidad para
controlar el eflujo de Ca?* posiblemente por la disminucién de la actividad de la fosfolipasa
A, responsable de la reduccion de la actividad de la Ca?*-ATPasa, lo que provocaria un
aumento de Ca?* intracelular en el espermatozoide y con ello la capacitacién prematura
(Mostek, et al., 2017). De la misma manera, algunos experimentos indican que el proceso
de criopreservacion aumenta la peroxidaciéon de los lipidos de la membrana espermatica,
originando la formacion de especies reactivas del oxigeno (EROSs). Estas alteraciones y la
reduccién en la actividad de la enzima superdxido-dismutasa, uno de los antioxidantes mas
importantes de la célula, serian las responsables de una funcién espermatica defectuosa

con disminucién de la motilidad (Papas, et al., 2019).

Por este motivo, multiples investigadores dirigen sus trabajos hacia el uso de antioxidantes
para mejorar las condiciones del espermatozoide durante su enfriamiento y
almacenamiento. En este sentido, en los Ultimos afios se ha observado en diferentes
trabajos que antioxidantes polifenélicos como la quercetina disminuyen la peroxidacion
lipidica y evita capacitacion prematura generada por la criopreservacion en semen equino,
ademas de mejora la calidad espermatica posdescongelacién (Gibb, et al., 2013; Silva, et
al., 2018; Al-Mutary, 2020). Por otro lado, la ergotioneina, un antioxidante de grupo tiol,
también ha mejorado la movilidad y la calidad de semen ovino y equino posdescongelacion
(Yildiz, et al., 2015). De otro lado, la proteina kinasa dependiente de cCAMP, PKA, es una

molécula fundamental en los procesos de capacitacion espermatica. Se ha confirmado
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que el aumento en los niveles del cAMP, con la consecuente activacion de la PKA y la
induccion por esta de la fosforilacion de tirosinas se requieren para la induccién de la
capacitacion en el espermatozoide de mamifero (Battistone, et al., 2013). A pesar de los
reportes en el tema, en la actualidad no existe informacion del efecto de combinar
antioxidantes con inhibidores de la PKA, sobre la viabilidad y estabilidad de membrana en
espermatozoide equino  criopreservado. El conocimiento de la relacién
antioxidante/inhibidor de PKA resultaria de gran importancia para la comprensién de las
alteraciones producidas por la criopreservacion, especialmente en el semen equino, el cual
muestran gran susceptibilidad a los procesos de congelacién. De ahi que el presente
trabajo tenga como objetivo evaluar el efecto de la quercetina, la ergotioneina y el H89
sobre la viabilidad, la estabilidad de membrana plasmatica y la actividad mitocondrial de

semen equino criopreservado.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Recoleccion y procesamiento de semen

Para la recoleccion de semen, se usaron 5 sementales criollos colombianos, con fertilidad
probada por nacimiento de crias vivas, sin estar en reposo sexual y con edades entre 5y
8 afios. La puntuacion de la condicién corporal estuvo entre 6-7 sobre una escalade 1 a9
con 3 siendo extremadamente delgados y entre 8-9 obesos. El proceso de colecta se hizo
siguiendo recomendaciones de Miro-Arias (Miro-Arias, et al., 2011). Basicamente, cada
caballo se colect6 una vez por semana durante 3 semanas, obteniéndose un total de 15
eyaculados, utilizando una vagina artificial de Missouri (Minitube), lubricada, sin gel
espermicida y se utiliz6 una yegua como estimulante. Para la colecta, se usaron bolsas de
plastico con un filtro para obtener semen libre de gel. El volumen de cada eyaculado se
evalu6 con un cilindro graduado. La concentracion espermatica se evaluo a partir de una
gota de semen fresco usando un fotometro (Spermacue; Minitube) y la motilidad
espermatica usando un microscopio de contraste de fase (Eclipse E200; Nikon Inc.),
obtaining the average of five observation fields (400 X). Para la criopreservacién solo se
utilizaron eyaculados con mas del 60% de motilidad. La fraccién rica en esperma (libre de
gel) se diluy6é en una proporcion 1:1 usando el diluyente EquiPlus® (Minitube) a 37 °C y

luego se transportd al laboratorio bajo refrigeracion en un Equitainer® (Minitube) a 5°C
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dentro de un periodo maximo de 2 horas. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de
acuerdo con the UK Animals (Scientific Procedures) Act, 1986, and associated guidelines,
EU Directive 2010/63/EU for animal experiments or the National Institutes of Health guide
for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). La
motilidad espermatica pre-congelacion se evalué usando el analisis espermético asistido
por computador (CASA) de acuerdo a un protocolo modificado del reportado por Restrepo
et al, 2013. Se uso el programa Sperm Class Analizer (SCA) motilidad y concentracion
(Microptic SL). Se usé un microsocopio de contraste de fase (Eclipse E200 (Nikon Inc.) con
una camara digital (Scout SCA780; Basler). Una configuracion especifica para especie
equina se estableci6 por el programa: Un cubreobjetos de 20 X 20 mm en 6ptica ph (-),
una gota de 7 pL colocados en placa térmica a 37 °C y un tamafio de particula de 20 a 72
Mm. Se evaluaron un minimo de 500 espermatozoides en 5 campos de observacion. La
morfologia anormal se evalué usando la prueba eosina-nigrosina (Brito et al. 2011). En un
un portaobjetos sobre placa térmica a 37 °C se mezclaron y extendieron una gota de
semen y una gota de eosina nigrosina. Posteriormente, 200 espermatozoides se evaluaron
individualmente en un microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.) Solo

muestras con 30% de morfologia anormal se usaron para criopreservacion

4.3.2 Suplementacion y congelacion.

Para la adicion de los tratamientos, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a
600 g, posteriormente los pellets fueron re-suspendieron en un diluyente de congelacién —
EquiPlus® Minitube modificado con 5% yema de huevo y 5% dimetilformamida- hasta una
concentracion de 100 x 10° células/ml, consecutivamente se distribuyeron en seis tubos
estériles y se suplementaron con los tratamiento como se describen a continuacion: 1,
control (sin suplementacién); 2, quercetina 100 uM (Q); 3, L-ergotioneina (E) 150 uM; 4,
H89 20 uM; 5, H89 20 uM + quercetina 100 uM (H89Q) y 6, H89 20 uM + L-Ergotioneina
150 uM (H89E). Finalmente, las muestras se mantuvieron durante 30 minutosa 5 °Cy en
altimo lugar, fueron envasadas en pajillas de 0,5 ml (V2 Dual MRS1; Tecnologias IMV). Se
usé una curva controlada (Crysalys Cryocontroller PTC-9500; Biogenics, Inc.) para

proporcionar una velocidad de enfriamiento de 8 °C min-1 desde 5 °C y -6 °C, seguida de
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6 °C min -1 durante 43.3 min hasta -32 °C. Una vez alcanzada la temperatura final, las
pajillas se almacenaron en un tanque de retencion de nitrégeno liquido (-196 °C) hasta su
uso, siguiendo recomendaciones de Usuga (Usuga, et al., 2018).

4.3.4 Post-descongelamiento y analisis

Después del almacenamiento en el recipiente criogénico, se descongelaron pajillas del
mismo semental, de cada eyaculado y cada tratamiento, en un bafio de agua a 37 °C
durante 30 segundos, las muestras descongeladas fueron sometidas directamente a los

analisis que se describen a continuacion:

4.3.5 Evaluacion de la estabilidad de membrana

Para evaluar la estabilidad de la membrana plasmatica, asociada con la capacitacién de
los espermatozoides, se emple6 el protocolo descrito por Rathi y colaboradores con
algunas modificaciones (Rathi, et al., 2001; Kavak, et al., 2003) utilizando la combinacién
de sondas fluorescentes Merocianina 540/Yo-Pro-1 (Molecular Probes Inc., Oregon, EE.
UU.), para ello se prepararon soluciones madre de 1 mM de Merocianina 540 en DMSO y
25 uM de Yo-Pro-1 en DMSO. Se anadieron 10 uL de semen diluido a las concentraciones
finales de Merocianina (M) 540 (2.7 uM) y Yo-Pro-1 (Y) (25 nM), y se incubaron durante 30
minutos a 37 °C en la oscuridad. Luego, las muestras se evaluaron usando un citbmetro
de flujo (Fortessa LSR, BD Biosciences, EE. UU) en un rango de emision entre 500-550

nm para la sonda Yo-Pro-1 y 580-620 nm para Merocianina 540 (Rathi, et al., 2001).

4.3.6 Contenido de Calcio Intracelular y captacion

El flujo de calcio dentro del espermatozoide es fundamental para procesos como la
capacitacion espermatica, reacciéon acrosémica y posterior fertilizacion del oocito (Florman,
et al, 1998). Para evaluar el incremento del contenido de calcio intracelular, la
concentracion intracelular de calcio libre se evalué utilizando el indicador de calcio
fluorescente Fura-2AM siguiendo el protocolo de Grynkiewcz y colaboradores. Las
muestras se incubaron en 5 uM de Fura-2AM (F0888; Sigma-Aldrich) a 38,5 °C durante 60
min. Las células cargadas fueron lavadas dos veces por centrifugacién a 750 g durante 10
min para eliminar el Fura-2AM extracelular, posteriormente fueron re-suspendidas en

medio libre de Ca?'. Luego, las muestras se evaluaron usando un citometro de flujo
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(FORTESSA LSR, BD Biosciences, EE. UU) en un rango de emisién entre 340-500 nm
para la sonda Fura-2AM (Grynkiewicz, et al., 1985; Brewis, et al., 2000).

4.3.7 Evaluacioén de la actividad mitocondrial

Para la evaluacion de la actividad mitocondrial se us6 el método adaptado de Perry y
colaboradores: 10 uL de semen descongelado fueron incubados en una soluciéon que
contenia 300 uL de PBS, 0.5 uL de DIOC6 (0.1 uM) y 10 pL de Yoduro de Propidio (IP) por
30 min. El potencial de membrana mitocondrial fue medido a través de citometria de flujo

y analizado con el software FlowJo version 7.6.2 (Perry, et al., 2011).

4.3.8 Analisis estadistico

La evaluacioén del efecto de los tratamientos se realizd con base en un modelo aditivo en
el que se incluy6 cada uno de los eyaculados de cada caballo como factor de bloqueo.
Puesto que los residuales del modelo no satisficieron el supuesto de normalidad, se uso la
prueba de Friedman seguida de un procedimiento de comparaciéon maltiple. Todos los

analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el lenguaje R® Version String R 3.6.3

4.4 Resultados y Discusion

Los resultados de estabilidad de membrana evaluada a través de citometria de flujo con
las sondas Merocianina (M) y Yo-Pro-1 (Y), mostraron cuatro poblaciones segun el patron
de tincidbn con My Y asi: (Y-M+) espermatozoides criocapacitados, (Y+M+) criocapacitados
y apoptoticos, (Y+M-) no criocapacitados y apoptoticos y, (Y- M-) no criocapacitados ni
apoptaticos. El efecto de los seis tratamientos (Control, E, H89, H89E, H89Q y Q) sobre la
distribucién de cada poblacién se presenta en la figura 1. El valor p obtenido permitieron
concluir que no existieron diferencias significativas entre los tratamientos, ni entre las
poblaciones (p>0.05), obteniéndose un valor promedio de rangos 525 + 7.6 y un

coeficiente de variacion entre tratamientos y poblaciones en general, inferior al 15%.
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Figura 1. Estabilidad de la membrana de semen equino criopreservado. Valores de
rangos obtenidos mediante la prueba de Friedman
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Puntualmente, los resultados sugieren que existe la misma distribucion poblacional entre
las muestras evaluadas, es decir; igual cantidad de espermatozoides criocapacitados
(M+Y-), criocapacitados y apoptoticos (M+Y+), no criocapacitados y apoptéticos (M-Y+) y
no criocapacitados ni apoptéticos (M-Y-) sin importar el tratamiento aplicado para la
criopreservacion. Otros autores ya han demostrado la ausencia de efectos de algunos
antioxidantes sobre la criocapacitacion de semen equino criopreservado, entre ellos
Carneiro y colaboradores, mostraron que no hubo efectos del antioxidante Coenzima Q10
(CoQ10) sobre los parametros capacitacion y estabilidad membranal de semen equino
criopreservado proveniente de buenos sementales, pero si sobre la actividad mitocondrial

y la peroxidacion lipidica (Carneiro, et al., 2018).

Tedricamente, la adicion de antioxidantes, en este caso Ergotioneina y Quercetina, tienen
como objetivo la captura de Especies Reactivas del Oxigeno y Nitrégeno (EROS y ERNS)
y el retardo en la capacitacion espermatica, esto dado que las EROS/ERNS juegan un
papel esencial en dicho proceso, por ejemplo el aniéon peroxinitrito, el peréxido de
hidrogeno y el 6xido nitrico, estimulan la capacitacion mediante la activacién de vias de
sefalizacién de la fosforilacion de tirosina y la desactivacion de las enzimas fosfatasas
(Moreno-Irusta, et al., 2020). Mientras que, el anidén superdxido y el peroxido de hidrégeno
activan la adenilato ciclasa soluble, aumentando asi el CAMP intracelular y activando la
PKA (Leemans, et al., 2019).

Todos esos fendbmenos estan relacionados con la capacitacion espermatica, ademas una
de las caracteristicas de la capacitacion, la hiperactivacion, es un proceso dependiente de
EROS, ademas a concentraciones dptimas, las EROS acttan como reguladores clave para
promover el eflujo de colesterol (Moreno-lrusta, et al., 2020), acciébn que también se
relaciona con la capacitacion. La funcién de las EROS y los antioxidantes se ha
demostrado, sin embargo, en el presente estudio E y Q, libres y en mezcla con H89, fueron
insuficientes para demarcar una accion clara sobre la criocapacitacion espermatica y la
apoptosis temprana. Estos resultados pueden explicarse a por el posible efecto diferencial
de accion de los antioxidantes sobre las EROS/ERNS e indirectamente sobre la
criocapacitaciéon y la apoptosis en el modelo actual, esto puede deberse a dos razones, la
primera es que en la actualidad no se sabe con certeza los tipos y la cantidad especifica
de EROS involucradas en la capacitacion en equinos. Por ejemplo, el H.O, parece

participar en este proceso, ya que la adicion de H,O, exdgeno induce la capacitacion de
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los espermatozoides de humano, jabali y equino (Li, et al., 2019; Leemans, et al., 2019),
sin embargo, la Quercetina, es un antioxidante secundario destacado por al atrapamiento
de radicales ya formados, por lo que su accién sobre especies antioxidantes no radicalarias
se puede tornar ineficiente. Por otro lado, se ha establecido que la accién de las
EROS/ERNS/Antioxidantes sobre la capacitacion, es dosis dependiente de modo que
trabajos futuros deberdn contemplar la realizacion de pruebas dosis-respuesta,
antioxidante-capacitacion (Moreno-Irusta, et al., 2020). En contraste, otros trabajos
encontraron que la suplementacién con antioxidantes como el 4cido ascérbico y a-tocoferol
de semen equino criopreservado, tiene efectos positivos sobre el potencial de membrana,
la peroxidacion lipidica (LPO) y la estabilidad de membrana medidos a través de citometria

de flujo con las sondas JC-1, BODIPY y Merocianina 540/Yo-Pro-1, respectivamente.

Especificamente, el acido ascorbico y el a-tocoferol tuvieron efectos positivos sobre la
integridad y la estabilidad de la membrana cuando se usaron a concentraciones de 0.9 y
1.8 g /L, respectivamente (de Vasconcelos Franco, et al., 2016). De igual manera, Langoni
y colaboradores, evaluaron el efecto de antioxidantes como la melatonina (MEL) y &cido
ferdlico (AF) en la calidad del esperma de semen equino criopreservado, a través de la
evaluacion de los cambios en el potencial de membrana mitocondrial. Los resultados
permitieron concluir que tratamiento de semen con MEL 1 puM mejora la funcion
mitocondrial de espermatozoides equinos sometidos a proceso de criopreservacion
(Lanconi, et al., 2015). De otra parte se ha demostrado que el resveratrol previene dafios
en el ADN de sementales, y la adicién de resveratrol (5 uM) y la epigalocatequina-galato
(25 uM), antes de la criopreservacion mejora la actividad mitocondrial (JC-1/PIl) en los

sementales, especialmente en muestras de semen de baja calidad (Gadani, et al., 2017).

En conclusién, la seleccion de una antioxidante que permita el retardo de la
criocapacitacién debida a las EROS/ERNS, se convierte en un reto pues se desconoce las
EROS involucradas y la dosis de antioxidante a usar. Por otro lado, la capacitacion
depende principalmente de las modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion de
proteinas espermaticas preexistentes. En el espermatozoide tanto los residuos de la
serina/treonina como los de tirosina son sometidos a fosforilacion (Mohanarao & Atreja,
2012). La fosforilacion de tirosinas en algunas proteinas espermaticas es el indicador

consistente de la capacitacion espermatica, ya que se ha demostrado que la inhibicién de
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la fosforilacion de tirosinas en el espermatozoide, bloguea la reaccién acrosémica (AR) y
la fertilizacion in vitro (FIV) (Peris-Frau, et al., 2020) . El papel de la PKA en la capacitacion
se ha demostrado ya que cuando se adiciona H89, inhibidor de la PKA, al medio de
incubacion, disminuye la fosforilacién de las tirosinas y se presenta un retraso en la
capacitacion y fertilizacion (Battistone, et al., 2013). A pesar de la evidencia tedrica, el uso
de H89 en el presente estudio no presentd ningln efecto sobre la criocapacitaciéon medida
a través de citometria de flujo. Aunque el H89 es un inhibidor selectivo de esta molécula,
se desconoce la actividad PKA bajo cada escenario, y/o la cantidad de tirosinas
fosforiladas persistentes. Por otro lado otras vias de sefalizacion adicionales a la del
cAMP/PKA podrian estar activas minimizando el efecto del inhibidor usado (Visconti, et al.,
2011). Los resultados obtenidos a través de la prueba de Friedman, para el contenido de
calcio intracelular (FURA MFI) de las muestras criopreservadas con los seis tratamientos
y la capacidad de los espermatozoides para captarlo (FURA A) se muestran en la figura 2,
se evidencia que no existieron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre
los tratamientos aplicados para la produccién de calcio ni la capacidad que presentan las

células para su captura.
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Figura 2. Captura (barra negra) y contenido de calcio (barra rallada) en semen equino
criopreservado. Valores de rango obtenidos mediante la prueba de Friedman.
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Estd documentado que el calcio regula la motilidad, hiperactivacion y capacitacion
espermatica (Alasmari, et al., 2013), por ejemplo, se ha sugerido que el calcio actia de
manera cooperativa con el bicarbonato para modular los eventos de la capacitacion
espermatica, requiriendo la presencia de ambos para incrementar los niveles de cCAMP y
la posterior fosforilacion de proteinas corriente debajo de esta via, aunque esto parece
depender de la especie (Huang, et al., 2017); en cerdos por ejemplo se ha demostrado que
el bicarbonato causa la entrada de calcio y que actian de manera sinérgica, mientras en
el ratén, in vitro, solo el calcio vuelve al espermatozoide capaz de fertilizar en medio libre
de bicarbonato y sin la activacién de las vias de fosforilacién de proteinas dependientes
de cAMP (Tateno, et al., 2013). Sin importar el mecanismo, parece casi exclusiva y
obligatoria la presencia de Ca*? en los medios para la capacitacion. La regulacion de los
eventos rapidos y lentos en la capacitacién espermatica son mediados por un eje iniciado
por el calcio; esta hipotesis cotejada con los resultados del presente estudio podrian
explicar la ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, al
parecer los eventos de capacitacion para el semen equino criopreservado en el presente
estudio, estan netamente mediados por el contenido de calcio y la captura de calcio, que
para todos los casos fue similar, mas que por la accion especifica de las EROS y la
actividad de PKA, de modo que el uso de inhibidores para la accion oxidativa y fosforilativa
no trae consigo consecuencias sobre la capacitaciéon, tal como lo haria un contenido de
calcio variable, no obstante es una hipétesis a verificar en un experimento mas extenso.
Por otro lado, los espermatozoides fueron sometidos a marcacién con DIOC6 y PI para
evaluar la actividad mitocondrial, los resultados sefialaron cinco tipos de espermatozoides:
los que estaban vivos (PI-), los que estaban muertos (Pl+), los de alta actividad
mitocondrial (DIOCA), los de actividad mitocondrial intermedia (DIOCI) y los de baja
actividad mitocondrial (DIOC B) para cada tratamiento, los resultados se muestran en la

figura 3.
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Figura 3. Actividad mitocondrial y viabilidad de semen equino criopreservado. Valores de
rango obtenidos mediante la prueba de Friedman

Los resultados muestran que todas las poblaciones: vivos (PI-), muertos (Pl+), con
actividad mitocondrial alta (DIOCA), intermedia (DIOCI) y los de baja actividad mitocondrial
(DIOC B) se distribuyeron uniformemente, y no presentaron diferencias significativas con
respecto al control, ni entre ellos, (p>0.05). Vasconcelos y col. ya habian demostrado la
ausencia de efectos sobre la actividad mitocondrial de semen equino criopreservado con

antioxidantes (de Vasconcelos Franco, et al., 2016).

Sin embargo, entre los espermatozoides con actividad mitocondrial alta (MITA) y los
muertos (PI+) se observa una tendencia, se distinguen dos grupos, en este caso la
suplementacién con H89E potencié la alta actividad mitocondrial a diferencia de H89 que
la inhibi6. Los otros aditivos no afectaron significativamente a las poblaciones descritas.
De otro lado se observé también una tendencia en el tratamiento H89E a disminuir el
porcentaje de espermatozoides muertos, lo que no se manifiesta en sus contrapartes
individuales. El presente estudio sugiere un efecto sinérgico entre el inhibidor H89, y el

antioxidante Ergotioneina, presentando mayor valor de MITA en comparacion con los
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demas tratamientos. En trabajos de Shu, 2013 demostro el efecto de la PKA sobre el
incremento en la produccion de EROS hay evidencia que tanto PKA como una cantidad
excesiva de EROS/ERNS inducen la apoptosis via intrinseca, en este caso el uso de H89
y Ergotioneina apuntaria indirectamente a combatir la apoptosis esperméatica y a mantener
su movimiento y vitalidad manteniendo una actividad mitocndrial alta (Shu, et al., 2013).
Se podria hipotetizar que el posible sinergismo entre un antioxidante tiélico como la
ergotioneina, cuya actividad principal seria eliminar el peréxido de hidrégeno, mas el efecto
de un inhibidor de la alta produccion de EROS en la cadena transportadora de electrones
mitocondrial mediada por la PKA contribuirian a mantener el potencial de membrana
mitocondrial Podria suponerse en paralelo, que solamente la inhibicion de PKA, al igual
gue el tipo de mecanismo antioxidante de la Quercetina, no son tan eficientes como la
accion conjunta de H89E. Otros autores ya han reportado la eficiencia de los antioxidantes
de tipo aminas para potenciar la actividad mitocondrial de células espermaticas equinas

post-descongelacion (Lanconi, et al., 2018).

4.5 Conclusion

La adicién de quercetina, H89 o la combinancion de ambos no tienen influencia sobre la
estabilidad de membrana, captura y contendido de calcio, viabilidad y estabilidad
mitocondrial. Sélo la combinacion de H89E mostré una tendencia en el incremento de la
actividad mitocondrial alta y la disminucion del dafio a la membrana, aunque no mostré

una diferencia estadisticamente significativa.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La Quercetina en combinaciobn con el H89 afecta la cinematica espermatica
posdescongelacion. De igual manera, tanto la quercetina como la L-ergotioneina y las
combinaciones con H89 reducen signos de estrés oxidativo. El H89 muestra por si solo
una actividad antioxidante al reducir peroxidacion lipidica. Adicionalmente, la combinacion
de L- Ergotioneina con el H89 tienden a mejoran la actividad mitocondrial y la integridad

de la membrana plasmatica de los espermatozoides equinos posdescongelacion.

5.2 Recomendaciones

Este es un estudio pionero en combinar inhibidores de la capacitacién espermatica con
antioxidantes en espermatozoide equino criopreservado. En equinos aun falta por dilucidar
muchos aspectos sobre las vias de transduccién de sefiales involucradas en la
capacitacion espermatica. Por estos motivos nosotros recomendamos ampliar en estudios
posteriores, mas concentraciones de las moléculas aqui utilizadas, utilizar otros inhibidores

de otras vias de sefializacion celular y evaluar su efecto sobre la criocapacitacion.
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més seriamente afectadas por la criopreservacién, ya que
causa una desregulacion de los niveles de calcio en el es-
permatozoide. conduciendo a una capacitacién prematura
y reduciendo su expectativa de vida funcional, fenémeno
conocido como criocapacitacidn. A nivel mundial se estan
realizando maltiples estudios enfocados a mejorar los pro-
cesos de criopreservacion del semen equino y a encontrar
sustancias que atenten el dafio ocasionado por este proce-
50. Precisamente para contribuir al conocimiento sobre mo-
léculas que disminuyan el estrés de la célula espermatica
durante el proceso de congelacxén, dlsmmuyendo el dano

asu ia molecular y fi , €SCOgi-
mos para este proyedo la evaluacion de un inhibidor de
la capacitacion ica (H89), adi al dil

seminal durante la congelacién, y su efecto sobre la calidad
esperméllca de caballo criollo colombiano. Con este fin, se

un j de evaluaci que incluyen: 1)
Cinemética del esperma pos-descongelacion 2) Estabilidad
de la membrana celular como indicador de capacitacién

dos con excepcién de VSL para el SNP1 y de la /|
espermatica en fresco y de ALH post-descongelaci6n para

1 Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Univer-
sidad CES, Medellin, Colombia. E-mail: ausuga@ces.edu.

cul b
2 Facultad de Ciencias Agrarias, Politécnico Colombi

3) P je de cigotos obtenidos por fertili-
zacién in vitro. Se utilizarén baterfas de pruebas como ¢i-

1 Grupo de Invesllgacxon en Ciencias Agropecuarias.
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Fundacién
Universitaria Auténoma de las Américas. Medellin. maria-

no. edu.co

Jaime Isaza Cadavid, Medellin, Colombia. E-mail: jego-
mez@elpoli.edu.co

3 Facultad de Ciencias Agrarias, Departamento de Produc-
cién Animal, Universidad Nacional de Colombia, sede Me-
dellin, Colombia. E-mail: grestre0@unal.edu.co

2 Grupo de Investigaci6n En Biotecnologia Animal. Facul-
tad de Ciencias Agrarias. Universidad Nacional de Colom-
bia sede Medellin. Facultad de Ciencias Agrarias Politécni-
co Colombiano Jaime Isaza Cadavid. Medellin. grestre0@
unal.edu.co

<AlE|»

170 - Revista Ciencia y Agricultura (Rev. Cien. Agri) Vol. 13 (2). ISShi 0122-8420. Julio - Diciembre 2016, pp. -258. Tunja (Boyacd) - Colombia.



112 Evaluacion de la integridad y funcionalidad espermatica post-descongelacion del
caballo criollo colombiano mediante el uso de antioxidantes y un inhibodor de la
capacitacion

Anexo 2.

Participacion en el VI CONGRESO INTERNACIONAL DE MEDICINA VETERINARIA EN
ESPECIES DE PRODUCCION 2015.

ISBN: 878-9942-21-891-9

% L,
Ministerio “‘Clnfa) ((‘\ M Elmilmm I“
dle Agricultura, Ganaderia, 9789942218919

| Acuaculturay Pesca o

 Dossvdo G

Cantroéa Eatuon
Travdinlnafo Balia
CET-BOLIVIN

Certificado

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP),
a través del Centro de Investigacion y Desarrollo Ecuador

Confiere el presente certificado a:

BLGO. MARIANO ELIECER ACOSTA LOBO

Por su participacion en calidad de "EXPOSITOR" con la Ponencia:
Los misterios de la capacitacion espermatica y su relacién con la criopreservacion y el estrés

VIl Congreso Internacional de Medicina Veterinaria en Especies de Produccion

Guayaquil - Ecuador, 9,10y 11 de Diciembre,

ISBN: 978-9942-21-891-9 con una duracion de 40 horas académicas

" SanpbgqTorfes Egas
Subsecretario de Ganaderia

*Lic. Max Olivares Alvgres
Gentro de Investigacion
y Desarrollo Ecuador




Anexos 113

ISBN: 978-9942-21-691-9
. 7
Ministerio é CIDE) (‘
de Agricultura, Ganaderfa, : . 9789942218919
Acuaculturay Pesca Cortembmaiguits B Tk

1Dl Evales

Certificado

El Ministerio de Agricultura, Ganaderfa, Acuacultura y Pesca (MAGAP),
a través del Centro de Investigacion y Desarrollo Ecuador

Confiere el presente certificado a:

BLGO. MARIANO ELIECER ACOSTA LOBO

Por su participacién en calidad de "EXPOSITOR" con la Conferencia:
Efecto de la fuente energética sobre la produccién in vitro de embriones bovinos

VIl Congreso Internacional de Medicina Veterinaria en Especies de Produccion

Guayaquil - Ecuador, 9,10y 11 de Diciembre,
con una duracion de 40 horas académicas

- -
“Lic. Max Olivares Alvares
ffector

Centro de Investigacion
y Desarrollo Ecuador

ISBN: 978-9942-21-891-9

A
Séntigge Torres Egas

Subsecretéario de Ganaderia




114 Evaluacion de la integridad y funcionalidad espermatica post-descongelacion del
caballo criollo colombiano mediante el uso de antioxidantes y un inhibodor de la
capacitacion

Anexo 3.

Participacion | CONGRESO INTERNACIONAL DE BIOECNOLOGIA APLICADA A
LA PRODUCCION ANIMAL 2016

4 ; * Uptc
UNIVERSIDAD PEDAGOGICA Y TECNOLOGICA DE COLOMBIA Ay e

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Centro de Investigacién y Extension - CIECA @ﬁA
GIDIMEVETZ - GIBNA e
’f ,"\l“
\ 7
PARTICIPA EN CALIDAD DE PONENTE ot

en el IV Seminario Internacional y

V Nacional de Investigadores en Salud y Produccién Animal
Il Congreso Internacional de Biotecnologia Aplicada a la Produccién Animal. i E

Direccién de
Investigaciones

REDIBIOPROA

Realizado en la ciudad de Tunja, los dias 11, 12 y 13 de octubre de 2016. e MSD
Salud Animal
& f s
(i -
U
Carlos Eduardo Rodriguez Martin Orlando Pulido Maria Alexandra Torres Rikson Leonel Guerrero
Decano FACIAT Director CIECA Gerente Técnico de la Unidad Gerente de la Unidad
de Negocio de Ganaderia de Negocio de Ganaderia

i g

PROGRAMA SALUD DE HATO @)




Anexos 115

Anexo 4.

Participacion CONGRESO NACIONAL DE BIOCIENCIAS 2017

CONGRESO NACIONAL DE

BIOCIENCIAS

2017

Se certifica que :

Mariano Eliécer Acosta Lobo

participé como:

Expositor de Mesa Tematica
en el Congreso Nacional de Biociencias 2017
realizado del 12 al 14 de mayo
en La Casa de Campo La Martina,

Montevideo Uruguay.
/}Z o m&‘&%un =
—
Carlos Batthyany Gianella Facchin

Presidente SUB 2 Secretaria SUB




116 Evaluacion de la integridad y funcionalidad espermética post-descongelacion del
caballo criollo colombiano mediante el uso de antioxidantes y un inhibodor de la
capacitacion

CONGRESO NACIONAL DE
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Dafio al genoma y epigenoma
espermatico y su efecto sobre
' Ia fertilizaCién. (#0064)

Mariano Eliécer Acosta Lobo *

1 - Universidad Nacional de Colombia sede Medellin.

Resumen:;

El espermatozoide es una célula particular cuya funcién es proporcionar el 50% del
genoma nuclear que caracteriza un organismo diploide. Para esto, el espermatozoide pierde
durante la espermiogénesis la mayoria de su citoplasma y organelas, manteniendo solo las
estructuras necesarias para la fecundacion. Para que ocurra un normal desarrollo del embrién
es crucial que los espermatozoides mantengan la integridad de su cromatina, membrana y o
un epigenoma, incluyendo algunos ARNSs. Se ha establecido que el espermatozoide no solo
contribuye con el ADN al desarrollo embrionario sino también con ARNs producidos durante
la espermatogénesis y que regulan expresion génica temprana durante las primeras divisiones
celulares. Precisamente, en los ltimos afios ha aumentado la evidencia exhibiendo que
los danos a la cromatina o ADN espermatico pueden afectar negativamente la fertilidad y
por ende el desarrollo embrionario, y que aunque es normal que en un eyaculado haya una
proporcion de espermatozoides con fragmentacion del ADN, los individuos identificados como
subfértiles o estériles generalmente tienen una proporcion mayor de espermatozoides con
ADN fragmentado que aquellos determinados como fértiles. Es por ello que las causas de
la fragmentacion del ADN espermético y el dafio a la cromatina, asi como las técnicas para
diagnosticarlas se ha convertido en un tema actual en medicina reproductiva. No obstante, a
pesar del intenso interés clinico en la célula espermatica como un predictor de la fertilidad
masculina, la calidad del ADN no se evallia usualmente en un analisis rutinario de semen.
Esto debido principalmente al hecho de que las tecnologias actuales para esta evaluacion son
logisticamente complejas y tecnoldgicamente sofisticadas. En esta presentacion se mostrara
una actualizacion en las causas de los darios al genoma y epigenoma espermatico, su efecto
sobre la fertilizacion y cudles son las principales técnicas para su evaluacion, sus ventajas y
desventajas.
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Por este medio, doy cuenta de que el Biol, MSc, cPhD. Mariano Eliécer Acosta
Lobo cumplié su pasantia doctoral en instalaciones del Laboratorio de
Reproducciéon Animal (LRA-FVET-CENUR-EEMAC) del 23 de enero y el 14 de
julio de 2017.

En este sentido, informo que el desempefio del Pasante colmé ampliamente las
expectativas, tanto académica como socialmente. Demostro idoneidad técnica
en su area de conocimiento, asi como una excelente actitud frente al
aprendizaje y al trabajo en equipo. Aporté positivamente al desarrollo de
protocolos experimentales en estudios de criopreservacion de semen de
rumiantes y fue de gran apoyo en el servicio de analisis de calidad seminal que
el LRA presta en la region.

Considero que su pasantia fue también una oportunidad para el fortalecimiento
de nuestro laboratorio, generando las bases para un vinculo entre nuestras
naciones. Esta fue ademas una oportunidad para el desarrollo de estrategias
de colaboracién entre ambas instituciones, creando lazos cientificos a través de
coordinaciones para el desarrollo de futuros convenios.

Mariano Acosta deja las puertas abiertas en Uruguay a futuros pasantes,
gracias a su conducta, disposicion y dedicacion al trabajo.

Dado en Paysandti, el 8 de julio de 2017.

Dr. Jorge Gil DMV-PhD 4 é Ql

Produccién y Reproduccion umiantes
Area Teriogenologia - LRA - CENUR
Facultad de Veterinaria

EEMAC - Paysandu, URUGUAY
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Paysandu, julio 8 de 2017.

Dr Jorge Gil

Produccién y Reproduccion en Rumiantes
Area Teriogenologia - LRA - CENUR
Facultad de Veterinaria

EEMAC - Paysandi, URUGUAY

Asunto: Informe de pasantia Mariano Acosta Lobo
Apreciado Jorge.
Atento saludo.

A continuacién hago una lista de las actividades, bajo tu coordinacion, llevadas a cabo durante
mi pasantia doctoral en Uruguay, durante el transcurso del primer semestre de 2017.

TRABAJO DE PASANTIA

Se evalué la criopreservacién de semen de carnero con la adicién de dos antioxidantes en el
diluyente de congelacién y su efecto sobre la integridad y funcionalidad del espermatozoide al
descongelar.

Para este trabajo se llevaron a cabo las siguientes actividades en orden cronolégico:

Reconocimiento del laboratorio y entrenamiento en el uso del analizador computarizado
de espermatozoides (CASA)

Seleccién de cameros donantes de las muestras de semen

Entrenamiento de carneros para obtencién de semen por método de vagina artificial

Entrenamiento en toma de semen y andlisis preliminar en campo

Ensayos de citotoxicidad de 3 antioxidantes. R1290 (derivado sintético del resveratrol,

# 5 concentraciones evaluadas), curcumina (2 concentraciones evaluadas), quercetina (2

concentraciones evaluadas)

Evaluacién en CASA de resultados de los ensayos de citotoxicidad y determinacion de
los antioxidantes y las concentraciones a usar en el trabajo propuesto. Se determiné el
uso de quercetina en dos concentraciones y de R1290 en dos concentraciones
Realizacion de 5 replicados de protocolo de congelacion de semen de carnero utilizando
quercetina en dos concentraciones y de R1290 en dos concentraciones

Evaluacion in vitro del trabajo propuesto. Esta evaluacion consisti6 en el analisis de la
cinemética espermatica en el CASA, integridad y funcionalidad de la membrana
espermética por el test hiposmético (HOST) y analisis de viabilidad y potencial de
membrana mitocondrial utilizando citometria de flujo con DiOC6 y 7-ADD
respectivamente

Para el desarrollo de este trabajo tuve la compafifa de Diego Correa Silveira, estudiante de
pregrado de Medicina Veterinaria de la Universidad de Pelotas. Con esto fomentamos la
cooperacion interinstitucional internacional.

Con el anilisis de estos resultados y luego de aplicar la estadistica pertinente, pensamos escribir
un articulo cientifico y publicar en revista del 4rea de reproduccion, de buena categoria



Anexos

121

ACTIVIDADES EXPERIMENTALES COMPLEMENTARIAS DEL TRABAJO DE
PASANTIA

Ademas del trabajo propuesto inicialmente, durante mi estadia participé de las siguientes
actividades experimentales

Congelacion de muestras de carnero del INIA

Evaluacion en CASA de semen congelado de 4 toros

Inseminacién artificial intrauterina de 225 ovejas en el EFAS de Salto
Lavado de embriones en vacas para curso de teriogenologia

Evaluacién in vitro y andlisis de 89 muestras de semen congelado de toro
Transferencia de 50 embriones en ovejas

ACTIVIDADES ACADEMICAS COMPLEMENTARIAS DEL TRABAJO DE
PASANTIA

Ademés del trabajo propuesto inicialmente, durante mi estadfa participé de las siguientes
actividades académicas

Curso de inseminacion artificial en bovinos.

Asistencia a tematicas relacionadas con biotecnologia en el curso de teriogenélogia
Conferencia sobre produccién in vitro de embriones bovinos. Ofrecida en el curso de
teriogenologia
Conferencia sobre dafio al genoma y epigenoma espermitico y su efecto sobre la
fertilizacion. Ofrecida en el congreso nacional de biociencias, organizado por la Sociedad
Uruguaya de Biociencias. Mesa tematica de radiobiologfa y genémica.

Seminario sobre capacitacidn espermatica, estrés oxidativo y criopreservacion.
Conferencia ofrecida a docentes de la facultad de ciencias en Salto-Uruguay.

Charlas de estimulacién a estudiantes de secundaria en el laboratorio de reproduccién
animal. Jornada de puertas abiertas. EEMAC-Paysandii
J Revision de literatura permanente para el desarrollo de todas las actividades llevadas a

cabo durante la pasantia.
7 \N \

Mariano'Acos?,ﬁé_J:oEo_.?lgMSc, cPhD —
Doctorado e Biotécnologia

Unive rsida;i'Nacional de Colombia sede Medellin VoBo Jorge Gil
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