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CRYOTOLERANCE OF STALLION SEMEN, OXIDATIVE STABILITY AND COMPONENTS
OF SEMINAL PLASMA

Alexandra Usuga S.#, Giovanni Restrepo B.2, Benjamin A. Rojano®

RESUMEN

Se desconoce en gran medida el aporte del plasma seminal a la criotolerancia del
semen equino. Algunos componentes del plasma seminal son conocidos por su accién
antioxidante y, en consecuencia, podrian influir en la estabilidad oxidativa de los lipidos
y las proteinas del semen. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la relacién entre
la estabilidad oxidativa y algunos componentes del plasma seminal con la criotolerancia
del semen equino. En el plasma seminal de 30 caballos se evalu6 el contenido de vitamina
C (VC) por HPLC, proteinas totales (PT) por Bradford, y la oxidacion proteica (OP) y
lipidica (PL) por medicion de carbonilos y el ensayo TBARS, respectivamente. El semen
se congeld con 10% de plasma seminal y se evalud la calidad seminal posdescongelacion.
Se realizo el ajuste de modelos lineales generalizados (GLM), analisis de regresion y
correlacion y la comparacion de medias por Tukey. Se encontraron promedios de 7.13 mg
BSA/ml y 6.05 mg/l para PT y VC, respectivamente. Los resultados de oxidacion de
lipidos y proteinas fueron de 3.27 nmol MDA/l y 0.03 nmol carbonilos/g de proteina,
respectivamente. Se encontraron asociaciones entre VC, PT, OPy PL con varios parametros
de calidad seminal posdescongelacion (p<0.05). Se concluye que los niveles de vitamina
C, proteinastotales y oxidacion del plasma seminal estan asociados con la criotolerancia
del semen equino.
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ABSTRACT

Contribution of seminal plasma on stallion semen cryotolerance is largely unknown.
Some components of seminal plasma are known for their antioxidant effect and therefore
may influence the oxidative stability of lipids and proteins of semen. The aim of this
research was to evaluate the relationship between the oxidative stability and some
components of seminal plasma with stallion semen cryotolerance. In seminal plasma of 30
horses were assessed vitamin C content (VC) by HPLC, total protein (TP) by Bradford,
and protein and lipid oxidation (PO and LP) by TBARS and carbonyls tests, respectively.
The semen was frozen with 10% of seminal plasma and post-thaw semen quality was
evaluated. Adjustment of generalized linear models (GLM), regression and correlation
analysis, and comparison of means by Tukey were performed. Averages of 7.13 mg
BSA/ml and 6.05 mg/l for PT and VC respectively were found. Results of lipids and
proteins oxidation were 3.27 nmol MDA/I and 0.03 nmol carbonyls/g protein, respectively.
Association between VC, TP, LP and PO with various parameters of post-thawing semen
quality were found (p<0.05). It is concluded that levels of total protein, vitamin C and

seminal plasma oxidation are associated with stallion semen cryotolerance.

Key words: vitamin C, oxidative stress, freezing, spermatozoa

INTRODUCCION

El estrés oxidativo se ha identificado
como una de las principales causas de baja
fertilidad seminal (Aitken, 2006; Moeinet al.,
2007; Ball 2008). Los espermatozoides
equinos, por su alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados en la membrana plasmatica,
son propensos al ataque de los radicales li-
bres durante los procesos de congelacion
(Garcia et al., 2011), donde se genera un in-
cremento en los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y la peroxidacion de los
lipidos de la membrana (Giesecke et al.,
2010; Vasconcelos et al., 2013). Altos nive-
les de ERO también pueden generar la oxi-
dacion de proteinas, conduciendo a la pro-
duccion de grupos carbonilos, los cuales han
sido descritos como biomarcadores para pre-
decir el dafio oxidativo proteico y se les ha
asociado con la presencia de defectos seve-
ros en la funcién de los espermatozoides
(Morte et al., 2008). Esto ha limitado el uso
del semen equino criopreservado con fines
de inseminacion artificial debido a la baja fer-
tilidad obtenida (Watson, 2000; Ortega et al.,
2009; Heckenbichleret al., 2011).
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Entre los componentes del plasma
seminal equino, se han identificado algunos
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos,
los cuales tendrian la funcion de proteger los
espermatozoides de los efectos nocivos de
las ERO (Kankofer et al., 2005; Pesch et
al., 2006; Waheed et al., 2013). No obstante,
en los procesos de criopreservacion se reali-
za usualmente la extraccion del plasma
seminal debido al efecto deletéreo que pre-
senta sobre la capacitacion de los
espermatozoides (Kareskoski y Katila, 2008;
Guasti et al., 2012).

En los Gltimos afios se ha reportado que
la suplementacion con pequefias cantidades
de plasma seminal en los procesos de
criopreservaciéon podria reducir la
peroxidacion lipidica (Pizarroet al., 2013) y,
por tanto, mejorar la calidad del semen
posdescongelacion (Katila et al., 2002;
Moore et al., 2005). Asi mismo, la adicion de
plasma seminal heter6logo (es decir, de
equinos de alta congelabilidad) al semen de
reproductores de baja congelabilidad tendria
un efecto beneficioso en los parametros de
calidad seminal, lo cual sugiere que la com-
posicion del plasma seminal podria asociarse
a la criotolerancia (Aurich et al., 1996).
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Por otro lado, la presencia de algunas
moléculas como vitaminas y enzimas en el
plasma seminal han sido reconocidas por su
funcionalidad como antioxidantes
(Bustamante, 2006; Vasconcelos et al., 2013;
Waheed et al., 2013). La investigacion en
criopreservacion de semen equino ha tenido
importantes avances; sin embargo, existen
vacios de conocimiento en cuanto a su aso-
ciacion con la reduccion del estrés oxidativo
durante la criopreservacion, y respecto a su
consecuente relacion con la calidad seminal.
El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la asociacion de algunos componentes del
plasma seminal y su estabilidad oxidativa, con
la calidad del semen equino criopreservado.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y Evaluacion de Semen Equino

Se trabajo con 30 equinos (Equus
caballus) de la raza Criollo Colombiano. Los
equinos tenian entre 2 y 10 afios de edad,
condicion corporal de 5 a 8 (escala 1-9)
(Warren, 2009), y estaban sometidos a un
régimen de una colecta semanal como mini-
mo.

Para efectos del estudio se utiliz6 una
colecta de semen (fraccion espermatica) por
animal mediante el método de vagina artifi-
cial, empleando una vagina modelo Missouri
(Minitube). La fraccion en gel del eyaculado
fue removida por filtracién. El semen recién
recolectado fue diluido en proporcién 1:1 en
un diluyente a base de caseinatos, azlcares
y antibi6ticos (EquiPlus®, Minitube) a 37 °C,
y se transport6 a una temperatura de 5 °C en
un dispositivo de refrigeracion (Equitainer®,
Hamilton Research Inc). Antes de la dilu-
cion del semen, una fraccion del eyaculado
fue centrifugada durante 15 min a 850 g con
el fin de recuperar el plasma seminal, el cual
se transport6 igualmente a 5 °C.

En cada eyaculado se determiné el vo-

lumen con una probeta graduada, la concen-
tracion mediante un fotdmetro Spermacue®
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(Minitube) y la movilidad espermatica utili-
zando un microscopio de contraste de fase
Eclipse E200 (Nikon Inc.), obteniendo el pro-
medio de cinco campos de observacion
(400X).

Cuantificacion de las Proteinas Totales

La cuantificacion de proteinas del plas-
ma seminal se realiz6 mediante el método de
Bradford, el cual se basa en el cambio de
color de Coomassie Brilliant Blue G-250 en
respuesta a diferentes concentraciones de
proteinas. La union del colorante con las pro-
teinas se evalu6 por espectrofotometria a
595 nm, a temperatura ambiente durante 5
min. Se prepard una solucién de BSA a una
concentracion de 1 mg/ml y se realizaron di-
luciones para la construccion de una curva
patrén (Bradford, 1976).

Medicion de Vitamina C

El contenido de vitamina C (acido
ascorbico, VC) se evalud por el método de
cromatografia liquida de alto rendimiento
HPLC, segln el protocolo modificado de
Novakova et al. (2008). Se utiliz6 un
cromatdgrafo liquido (Shimadzu, LC-20AD),
equipado con un autoinyector SIL-20A /HT,
un modulo de comunicacion CBM-20Ay un
detector de fila de diodos (PDA) a 245 nm.
La cuantificacion se llevo a cabo en una co-
lumna C-8 de dimensiones (5 um) 250*4.6.
Como fase movil se utilizd acido férmico
0.1%. La razon de flujo de la fase movil fue
de 0.8 ml/min, 35 °C y condiciones
isocraticas. Para la identificacion y
cuantificacion del compuesto se construyé
previamente una curva de calibracién con
acido ascorbico grado HPLC como patrén.

Evaluacion de la Peroxidaciéon Lipidica

La evaluacion de la peroxidacion lipidica
(PL) se realiz6 por la metodologia modifica-
da de las sustancias reactivas al &cido
tiobarbiturico-TBARS- (Serafini-Cessi y
Cessi, 1968, Morte et al., 2008); para lo cual
50 ul de semen fue incubado por 1 ha 37 °C,

507



A. Usuga et al.

y luego enfriado en agua con hielo durante
10 min. Posteriormente, se adicionaron 40 pl
de acido tricloroacético (TCA, Sigma-
Aldrich) al 15%, y 80 pl de acido tiobarbittrico
(TBA, Sigma-Aldrich) al 0.67%. La mezcla
fue agitada e incubada por 20 mina 90 °C, y
enfriada en agua con hielo durante 10 min.
Se adicionaron 300 pl de butanol (Sigma-
Aldrich) en cada muestra y se agitaron por
inversion durante 1 min. Finalmente, se to-
maron 300 pl de la capa superior de la mues-
tra para servirla en una placa multipozo. El
complejo fluorescente formado fue leido en
un espectrofluorimetro LS 55 (Perkin Elmer)
a una A de excitacion 500 nmYy slit de excita-
cion 5, y A de emision 550 nm y un slit de
emision 15. Los resultados fueron expresa-
dos como equivalentes de malonaldehido (nmol
MDA/mI de muestra).

Evaluacion de la Oxidacion Proteica

La acumulacion de proteinas oxidadas
en el plasma seminal fue evaluada por el con-
tenido de grupos carbonilo, que se cuantificd
espectrofotométricamente a través de la re-
accion con DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina)
a 360 nm (Fagan et al., 1999). Las muestras
fueron centrifugadas y el sedimento se
solubilizé en 1 ml de &cido tricloroacético
(TCA) y se centrifugd nuevamente (1500 g,
10 min). Los sedimentos se incubaron con
1 ml de 10 mM de DNPH (recién preparado
en 2 MH de acido clorhidrico-HCL, en la
oscuridad) durante 1 h a temperatura ambien-
te, con agitacion cada 10 min. Luego se afia-
dié 1 ml de TCA al 20% y las muestras se
centrifugaron a 20 000 g durante 3 min. El
sobrenadante fue decantado y el sedimento
se mezcl6 con 1 ml de una solucion 1:1 de
etanol: etil-acetato. Posteriormente el sedi-
mento se incub6 con 1 ml de guanidina 6 M
(preparada en PBS, pH 6.5) durante 15 min
a 37 °C y se centrifug6 a 1500 g durante
10 min. Se recogi6 el sobrenadante y la oxi-
dacion de proteinas se estimdé por
espectrofotometria a 360 nm.
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Criopreservacion del Semen Equino

La criopreservacion del semen se reali-
z6 mediante un protocolo modificado de con-
gelacién rapida (Madeiros et al., 2002:
Bustamante et al., 2009). El semen diluido
fue centrifugado por 15 min a 280 g. El pre-
cipitado fue suspendido en diluyente EquiPlus®
suplementado con 4% de yema de huevo, 5%
de N,N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich) y
10% de plasma seminal equino, en cantidad
suficiente para una concentracion final de 100
x 106 espermatozoides por ml. Posteriormen-
te, el semen fue mantenido en refrigeracion
a 5 °C por 15 min y almacenado en pajillas
de 0.5 ml mediante un equipo automatico de
empaque y sellado de pajillas por ultrasonido
(MRS1 Dual V2, IMV Technologies). Las
pajillas fueron sometidas a vapores de nitr6-
geno liquido por 15 min y finalmente fueron
almacenadas en un termo de nitrégeno liqui-
do (IMV Technologies). Después de un pe-
riodo de dos semanas como minimo, las
pajillas fueron descongeladas en bafio Maria
a 37 °C por 1 min para la evaluacion seminal
posdescongelacion.

Evaluacién Seminal Posdescongelacion
Movilidad

Se determind la movilidad de los
espermatozoides mediante un sistema
computarizado de analisis de semen (CASA).
Para esto se utilizé un procedimiento modifi-
cado del reportado por Hidalgo et al. (2005),
empleando un microscopio de contraste de
fase (Nikon E200) con una camara digital
(Basler Scout SCA780) adaptada a un com-
putador dotado del software Sperm Class
Analyzer (SCA®) Motility and Concentration
(Microptic SL). Se analizaron los pardmetros
de movilidad total (MT), movilidad progresi-
va (MP), velocidad rectilinea (VSL), veloci-
dad curvilinea (VCL), velocidad media
(VAP), amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida
(BCF).
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Morfologia

La morfologia espermética se evalud
mediante el conteo de 200 espermatozoides
tefiidos por la técnica de eosina-nigrosina
modificada por Barthy Oko (1989) y Brito et
al. (2011). Se observé la morfologia indivi-
dual de los espermatozoides al microscopio
(1000X), clasificAndolos como normales o
anormales (Graham y Mocé, 2005).

Vitalidad

La vitalidad espermatica se evalué me-
diante el procedimiento descrito por Gamboa
et al. (2010) con el kit Live/Dead (Molecular
Probes Inc). Se incubd una suspension de
células (20x10° espermatozoides/ml) en so-
lucién Hanks Heppes (HH) con 1% de albu-
mina sérica bovina (BSA) por 5 mina 35 °C
con el fluorocromo para acidos nucleicos
SYBR14 (fluorescencia verde en todos los
espermatozoides), a una concentracion final
de 6 mM. Luego fueron incubados de igual
forma con el fluorocromo de &cidos nucleicos
(fluorescencia roja en células muertas),
yoduro de propidio (IP) a 0.48 mM.

Muestras de 5 pl de espermatozoides
fueron puestas en un portaobjetos de vidrio,
con un respectivo cubreobjetos, y se conta-
ron 200 células por microscopia de fluores-
cencia (Microscopio E200 con fluorescencia
HBO, Nikon Inc) a longitudes de onda entre
550 y 595 nm.

Integridad de la membrana plasmatica
(HOS)

Fue evaluada por la metodologia de la
prueba hipoosmética (HOS), segin Neild et
al. (1999). Se tomaron 100 pl de semeny se
adicionaron a un tubo con 500 pl de una solu-
cion hipoosmotica de sacarosa 5.4% (100
mOsmol/l). La mezcla fue incubada a 38.5 °C
por 30 min y se evalud el hinchamiento
espermatico de 100 células en un minimo de
cinco campos (400X), utilizando un micros-
copio de contraste de fase Eclipse E200
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(Nikon Inc). Se determind el porcentaje de
células reaccionadas a partir de 200
espermatozoides contados.

Andlisis Estadistico

Se ajustd un modelo lineal generalizado
(GLM) para cada parametro de calidad
seminal (variable dependiente). Se calcul6 la
distribucion en cuartiles de los resultados para
PT, VC, PLy OP, a partir de lo cual se esta-
blecieron tres niveles para cada variable
(bajo, medio y alto). Las medias entre dichos
niveles fueron comparadas mediante la prue-
ba de Tukey. El modelo estadistico empleado
fue:

jkmo = M+ E; + PT, + VC, _+ PL + OP_+C +e
donde:
Yijumo: MT, MP, VE, MA, HOS, VCL, VSL, VAP, ALH o
BCF
W Media comln
E,: Efecto fijo del equino (i), (i=0...30)
PT;: Efecto fijo del nivel de proteinas totales (j), (j=1-4)
VC,: Efecto fijo del nivel de vitamina C (k), (k= 1-4)
PL,: Efecto fijo del nivel de peroxidacion lipidica (l),
(1=1-4)
OP: Efecto fijo del nivel de oxidacion proteica (m), (m=
1-4)
C, Efecto fijo de la(s) covariable(s) de calidad seminal (n)

ijklmno’

€ijamno- ETTOT experimental

El analisis de correlacion de Pearson se
utilizd como criterio de eleccién de las
covariables incluidas en cada modelo. La
magnitud de la relacion entre las variables
fue evaluada mediante un analisis de regre-
sion. El nivel de significancia para todos los
analisis fue p<0.05.

REsuLTADOS Y Discusion

Los resultados para los componentes y
estabilidad oxidativa del plasma seminal equi-
no se presentan en el Cuadro 1. Los niveles
de vitamina C fueron superiores a los repor-
tados para caballos arabes, donde Waheed
et al. (2013) reporta valores diferentes se-
gun la estacion del afio, variando de 0.84 mg/
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Cuadro 1. Componentes Y estabilidad oxidativa del plasma seminal equino (n=30)

Variable Media DE Ccv Minimo Maximo
Proteinas totales
(mg BSA/mI) 7.13 4.04 53.06 1.72 18.50
Vitamina C 6.05 147 2455 379  10.04
(mg/l)
Peroxidacion lipidica 3.97 1.90 54.89 0.97 10.99
(nmol MDA/I) ' ' ' ' '
Oxidacién proteica
(nmol carbonilos / mg de 0.03 0.02 80.89 0.01 0.13
proteina)

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

Cuadro 2. Resultados de los modelos lineales generalizados (GLM) para los pardmetros de

calidad de semen equino (n=30)

Variable Media  CV (%) R? (';‘;e&g’g)
Movilidad total (%) 48.40 8.63 0.96 PT, OP
Movilidad progresiva (%) 18.87 9.62 0.97 PT, OP, VC
VSL (umis) 27.90 3.99 0.98 E’/ECF),FL'
VCL (um/s) 63.34 2.70 0.98 PT, OP
VAP (um/s) 41.44 2.23 0.99 E’/ECF),FL'
ALH (um) 3.15 5.28 0.90 OP, VC
BCF (H2) 8.92 7.61 0.87 VC
Vitalidad espermatica (%) 42.85 8.31 0.94 OP
Morfologia anormal (%) 23.57 13.21 0.88 PL

HOS (%) 33.16 12.82 0.89

CV: Coeficiente de variacion; R*: Coeficiente de determinacion; VC: Vitamina C; PT: Proteinas totales;
PL: Peroxidacion lipidica; OP: Oxidacion proteica; VSL: Velocidad rectilinea; VCL: Velocidad curvilinea;
VAP: Velocidad media; ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: Frecuencia de

batida; HOS: Integridad de membrana plasmatica

I (2.12 nmol/ml) en verano a 2.05 mg/I (5.13
nmol/ml) en primavera; asimismo, reporta un
contenido mayor de vitamina C en equinos
mayores de 18 afios de edad (4.14 + 0.89
nmol/ml) que en caballos jévenes (2.77 £ 0.40
nmol/ml).
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En relacion con la oxidacion proteica del
plasma seminal, Morte et al. (2008) encon-
traron en equinos fértiles y subfértiles valo-
res de 2.52 y 3.40 nmol carbonilos/mg de
proteina, respectivamente, para la tempo-
rada reproductiva, y de 2.39 y 6.61 nmol
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Cuadro 3. Comparacion de medias (prueba de Tukey) de calidad seminal por niveles de
estabilidad oxidativa y componentes del plasma seminal equino

Nivek MT MP VSL VCL VAP ALH BCF VE MA HOS
PT Alto  48.7° 19.3° 26.5° 60.6° 39.1% 3.2°2 96° 42.9° 21.1° 320°
Medio 559 215% 26.7%* 66.4% 421%° 3.3* 9.0° 487% 22.2° 36.9°
Bajo  41.9° 162° 29.7*° 625 423° 3.0° 82° 378 265" 308
PL Alto 495 17.9° 263" 60.1° 382" 3.2° 92° 447" 226" 359
Medio 52.9° 216° 26.8%° 65.6° 414° 3.2° 8.7° 470*° 252° 35.7°
Bajo  44.6° 17.7° 29.8° 642® 439* 3.1° 87" 385° 23.0° 29.0°
OP Alto  496° 20.1° 286" 65.2° 428 31° 88 483" 236" 35.4°
Medio 52.8° 214° 26.2° 65.5° 410* 3.3* 90* 422" 254* 357°
Bajo  44.8° 16.0° 28.2° 60.0° 401* 3.0° 88 39.9° 221" 295"
VC Alto  44.0° 18.1° 29.6° 611" 415® 29° 9.1%® 41.1° 24.4* 308°
Medio 45.9° 18.0° 30.7° 66.3* 444% 3.3* 85" 40.0° 225" 291°
Bajo  54.3* 201° 24.2° 627 388" 3.2 89" 465 235° 38.1°

abc

Superindices diferentes dentro de columnas y grupos indican diferencia significativa (p<0.05)

PT: Proteinas totales; PL: Peroxidacion lipidica; OP: Oxidacion proteica; VC: Vitamina C

MT: Movilidad total; MP: Movilidad progresiva; VSL: Velocidad rectilinea; VCL: Velocidad curvilinea;
VAP: Velocidad media; ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: Frecuencia
de batida; VE: Vitalidad espermatica; MA: Morfologia anormal; HOS: Integridad de membrana

plasmatica

carbonilos/mg de proteina para la tempora-
da no reproductiva. En todos los casos, esos
valores superan los hallados en este estudio,
donde el promedio para la OP fue de 0.03
nmol carbonilos/mg de proteina. Asi mismo,
estos autores reportaron valores para la
peroxidacion lipidica en caballos fértiles y
subfértiles de 0.19 y 0.22 nmol MDA/mg de
proteina para la temporada reproductiva y de
0.15 y 0.22 nmol MDA/mg de proteina para
la temporada no reproductiva, lo cual sugiere
qgue los procesos oxidativos del plasma
seminal son superiores en los equinos de
menor fertilidad.

La criopreservacion del semen equino
es conocida por la reduccion de diferentes
indicadores de calidad seminal, tales como la
movilidad total, la movilidad progresiva, la
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permeabilidad de la membrana plasmatica, la
morfologia e incluso la actividad mitocondrial
(Parks y Graham, 1992; Brum et al., 2008).
El Cuadro 2 muestra los resultados de los
modelos ajustados para los parametros de
calidad del semen equino y el analisis de su
asociacion con los componentes y la estabili-
dad oxidativa del plasma seminal.

Algunos investigadores indican que el
plasma seminal equino debe ser retirado an-
tes de la criopreservacion para evitar una dis-
minucion de la movilidad de los
espermatozoides posdescongelaciéon (Rigby
et al., 2001; Kareskoski y Katila, 2008). Sin
embargo, se ha observado efectos beneficio-
sos en la calidad seminal cuando se suple-
menta en cantidades menores de 20%
(Alghamdi et al., 2002; Katila et al., 2002,
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Cuadro 4. Coeficientes de regresion (linea superior) y correlacion (linea inferior) entre la
estabilidad oxidativa y componentes del plasma seminal con parametros de

calidad seminal equino

MT MP VSL VCL VAP ALH BCF VE MA HOS
PT 024 001 -0.28 -043 034 001 009" 005 046 -0.21
005 -0.01 -013 -0.13 -0.12 008 023 001 -0.23° -0.07
PL 135 030 -0.78° -091 -1.31" 004 024 132" 060 159
014 006 -0.16" -0.13 -0.22° 0.18 029" 019" 014 027
OP 640 257 251 -975 -255 010 -3.10 -65.7 668" 268
0.09 -007 -007 001 -0.06 001 -0.05 -0.13 022° 006
vC  -3.38 -1.61° 053 -2.18 -0.67 -0.07° 003 -1.65 004 -2.20°
-0.28" -0.24° 008 024" 009 -026 003 -0.19 001 -0.29°

* Coeficiente con p<0.05

PT: Proteinas totales; PL: Peroxidacion lipidica; OP: Oxidacion proteica; VC: Vitamina C

MT: Movilidad total; MP: Movilidad progresiva; VSL: Velocidad rectilinea; VCL: Velocidad curvilinea;
VAP: Velocidad media; ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: Frecuencia de
batida; VE: Vitalidad espermatica; MA: Morfologia anormal; HOS: Integridad de membrana

plasmatica

Moore et al., 2005), asi como en la reduc-
cion de la peroxidacion lipidica del semen
equino criopreservado (Pizarro et al., 2013).
En este estudio, los resultados encontrados
para MT fueron superiores a los reportados
por Moore et al. (2005) cuando se suplementd
con plasma seminal al 10%, mientras que fue-
ron equiparables para la movilidad progresi-
va (Cuadro 2). Por el contrario, Morrell et
al. (2014) reportaron resultados para MT de
79 £ 1.6%, MP de 53 + 1.5, VCL de 123 £
1.7 um/s, VSL de 52 £ 0.7 um/s y VAP de 67
+ 0.8 um/s cuando se suplementé con 5% de
plasma seminal, los cuales son superiores a
los encontrados en el presente estudio. Los
modelos ajustados para la evaluacion del se-
men equino criopreservado presentaron al-
tos coeficientes de determinacion (R?), con
lo cual se infiere que los efectos fijos y
covariables considerados explican en una alta
proporcion la variabilidad para el pardmetro
estudiado (variable dependiente).
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Se encontr6 un efecto significativo de
las proteinas totales (PT) sobre MT, MP, VSL,
VCL y VAP (Cuadro 2; p<0.05), resultados
que difieren de los reportados por Guasti et
al. (2014), quienes a pesar de encontrar un
contenido por eyaculado de proteinas totales
superior en caballos fértiles que en los
subfértiles (740.8 + 489.6 vs 416.4 + 254.7
mg, respectivamente), no hallaron asociacion
sobre los parametros de calidad seminal eva-
luados.

En el presente estudio, un nivel medio
de proteinas arrojaron los mejores resultados
para los parametros de MT, MP, VE y HOS
(Cuadro 3), probablemente debido a que un
alto nivel de PT podria conducir a una mayor
oxidacion proteica, y a la consecuente reduc-
cion de la calidad seminal. Estudios similares
donde se evalud el efecto de la suplementacion
de proteinas del plasma seminal para mejo-
rar la calidad del semen equino criopreservado
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presentan resultados poco consistentes. Asi,
Fagundes (2003) observé que la adicion de
proteinas de plasma seminal aut6logo con
masa molecular superior a 10 kDa mejoro
las caracteristicas espermaticas posdescon-
gelacion, a diferencia de las proteinas con
masa inferior a 10 kDa que afectaron negati-
vamente la viabilidad espermatica, mientras
gue Pessanha et al. (2008) encontraron que
los parametros de calidad seminal fueron in-
feriores con la suplementacion de proteinas
del plasma seminal al 10 y 20% (con masa
superior a 10 kDa) que aquellos en el grupo
control.

Se evidencié una relacién directa entre
PT y BCF, asi como una relacion inversa con
la morfologia anormal (Cuadro 4). Este re-
sultado podria ser explicado por una mayor
presencia de proteinas con funciones
antioxidantes, tales como las enzimas SOD,
GPx, catalasa y transferrina, que por su ac-
cion sobre los radicales libres y sobre molé-
culas intermediarias de rutas de oxidacion,
como el hierro, podrian reducir los fenéme-
nos oxidativos sobre el contenido total de pro-
teinas (Kirschvink et al., 2008).

Se encontraron efectos significativos
para la vitamina C sobre MP, VSL, VAP, ALH
Y BCF (Cuadro 2; p<0.05) y coeficientes de
correlacion y regresion negativos para MT,
MP, VCL, ALH, VE y HOS (Cuadro 4; p<0.05).
Lo anterior es apoyado por los hallazgos pre-
sentados en el Cuadro 3, ya que se encontro
que un nivel bajo de vitamina C en el plasma
seminal equino arrojo resultados superiores
(p<0.05) para los parametros MT, MP, VE y
HOS, en comparacion con el nivel medio y
alto para esta vitamina. Estos resultados co-
inciden con Waheed et al. (2013), quienes
obtuvieron concentraciones menores de Vi-
tamina C en caballos de alta fertilidad, com-
parados con los de baja fertilidad.

Adicionalmente, se ha observado que la
suplementacion con altas concentraciones de
acido ascoOrbico para el proceso de
criopreservacion de semen equino presenta
efectos negativos sobre la peroxidacion
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lipidica de la membrana espermatica (p<0.05)
(Vasconcelos et al., 2013). Este efecto pue-
de deberse a que la vitamina C puede actuar
como un pro-oxidante. En presencia de me-
tales de transicion, la vitamina C genera que
algunos radicales se tornen mas reactivos y
destructivos, produciendo por consiguiente,
mas radicales libres. Adicionalmente, tiene la
habilidad de promover la liberacion de dichos
metales de transicion desde las proteinas,
exacerbando este efecto (Michael et al.,
2008; Vasconcelos et al., 2013). En huma-
nos, el nivel de vitamina C en espermatozoides
de pacientes astenoteratozoospérmicos es
dos veces mayor que en pacientes
normozoospérmicos (Nouri et al., 2008). En
el canino, Michael et al. (2008) reportaron
que la suplementacion con vitamina C no
mostré una influencia positiva sobre la cali-
dad del semen preservado a 4 °C, ni sobre la
inhibicién en la produccion de ERO, pero
afect6 la movilidad espermatica.

Se encontrd asociacion de la peroxi-
dacion lipidica con los efectos VSL, VAP y
MA (Cuadro 2), y coeficientes de correla-
cion y regresion negativos para los dos pri-
meros, indicando una relacion inversa (Cua-
dro 4). Esto pudo deberse a que las ERO
producidas durante el proceso de
criopreservacion pueden disminuir la movili-
dad seminal (Baumber et al., 2000), debido a
la caida en los niveles de ATP (Vasconcelos
et al., 2013), asi como dafios y pérdida de
fluidez en la membrana de los
espermatozoides debido a la peroxidacion
lipidica (Ballet al., 2000; Vasconcelos et al.,
2013). Lo anterior podria explicar resultados
superiores encontrados para VAP cuando se
reportd un nivel bajo de PL, en comparacion
al nivel alto (Cuadro 3; p<0.05). Adicional-
mente, se ha observado una correlacion po-
sitiva entre los niveles de peroxidacion lipidica
y el aumento de defectos morfolégicos en
espermatozoides bovinos (Nichi et al., 2006)
y, especificamente, en un incremento en de-
fectos de la cabeza de espermatozoides en la
especie humana (Morte et al., 2008); sin
embargo, en este estudio no se encontré co-
rrelacion significativa entre estos dos
parametros (Cuadro 4).
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La oxidacion proteica tuvo efectos sig-
nificativos sobre MT, MP, VSL, VCL, VAP,
ALH y VE (Cuadro 2; p<0.05); y un coefi-
ciente de correlacion positivo para la morfo-
logia anormal (Cuadro 4). Son escasos los
reportes que evallan la oxidacion de protei-
nas en el plasma seminal equino. Morte et
al. (2008) evidenciaron una correlacion posi-
tiva entre los niveles de oxidacion de lipidos y
proteinas en los espermatozoides y en el plas-
ma seminal, con la presencia de defectos se-
veros en la funcion de los espermatozoides
de equinos subfértiles, indicando que la oxi-
dacion de lipidos y proteinas podria ser util
para la identificacion de machos con proble-
mas de fertilidad. Para la especie humana,
se ha evidenciado un incremento significati-
vo en el nivel de grupos carbonilos, genera-
dos como consecuencia de la oxidacion
proteica, en el semen de pacientes
oligoastenoteratozoospérmicos en compara-
cion con pacientes fértiles (p<0.001); asimis-
mo, altos niveles de grupos carbonilos se han
correlacionado positivamente con anormali-
dades del axonema del espermatozoide, con
una consecuente disminucién de su movili-
dad progresiva (Moustafa et al., 2009).

CONCLUSIONES

Se concluye que los niveles de vitamina
C, proteinas totales y oxidacion del plasma
seminal estan asociados con la criotolerancia
del semen equino.
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