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Resumen

En los dltimos afios la industria equina mundial se ha expandido de manera
considerable, enmarcando la necesidad de desarrollar sistemas productivos eficientes
mediante el uso de biotecnologias reproductivas. En la especie equina, la utilizacion de
caracteristicas de tipo cuantitativo y de criterios objetivos al momento de evaluar el
desempefio reproductivo y de realizar la seleccién de los reproductores, no es frecuente.
Ademas, los procesos convencionales de congelacién de semen equino, acarrean
limitantes particulares, como son la significativa reduccion de la viabilidad y capacidad
fertilizante de los espermatozoides, y la extraccion del plasma seminal, dado que la
mayoria de su capacidad antioxidante se encuentra alli. Actualmente se desconoce en
gran medida la funcién de los componentes del plasma seminal en relaciéon a su aporte
a la capacidad antioxidante, a la calidad del semen y la criotolerancia. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar algunos factores genéticos y componentes bioquimicos
del plasma seminal en equinos de la raza criollo colombiano y su relacion con la calidad
del semen criopreservado. Para lo anterior, se evaluaron cuatro polimorfismos (SNP)
dentro del gen CRISP-3 en 100 equinos criollos colombianos, mediante la extraccién de
ADN y secuenciacion de los fragmentos de interés. Se colect6 el semen de 30 caballos
y se recuperd el plasma seminal para ser liofilizado; en este dltimo se hicieron
mediciones de algunos componentes como proteinas totales, proteina CRISP-3, iones
y vitaminas. El semen fue sometido a criopreservacion, para lo cual fue suplementado
con 2mg/mL de plasma seminal. Adicionalmente, el semen de cinco caballos fue
colectado y suplementado con plasma seminal liofilizado de acuerdo a su capacidad
antioxidante total para su posterior congelacion. Post-descongelacién se evaluaron
parametros de movilidad, cinética, viabilidad e integridad espermatica. Para el analisis
estadistico se ajustaron modelos lineales generalizados (GLM) y se realizaron
correlaciones y regresiones. Se encontrd una asociacion entre el genotipo para CRISP-
3y la calidad del semen equino criopreservado. Asi mismo, un nivel alto de esta proteina
en el plasma seminal se relacion6 con una mayor calidad espermatica post-
descongelacion. La composicion del plasma seminal resultd ser determinante en la
calidad del semen fresco y criopreservado; igualmente, la suplementacion del plasma
seminal de acuerdo a su capacidad antioxidante total, demostr6 estar correlacionada

con la congelabilidad del semen en esta especie.

Palabras clave: semen, CRISP-3, plasma seminal, congelabilidad, capacidad

antioxidante, equino
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Abstract

In recent years the equine industry worldwide has been expanded considerably, showing
the need to develop efficient production systems through the use of reproductive
biotechnologies. In the equine species, the use of quantitative characteristics and
objective criterias to evaluate the reproductive performance and to select the stallions is
not frequent. In addition, conventional freezing process of equine semen, carries
particular limitations, such as the reduction in the viability and the capacity fertilization of
spermatozoa, and the extraction of seminal plasma, since most of its antioxidant capacity
is there. Currently, the role of seminal plasma components in relation to their contribution
to antioxidant capacity, semen quality and cryotolerance is largely unknown. The aim of
this research is to evaluate genetic factors and biochemical components of seminal
plasma in Colombian Creole horses and their relation with cryopreserved semen quality.
For the above, four polymorphisms (SNP) within the CRISP-3 gene were evaluated in
100 Colombian creole horses, through DNA extraction and sequencing of the fragments
of interest. Semen of 30 horses was collected and the seminal plasma was recovered to
be lyophilized; in the latter, measurements of some components such as total proteins,
CRISP-3 protein, vitamins and vitamins were made. Semen was supplemented with
2mg/mL of seminal plasma and cryopreserved. Additionally, semen of five horses was
collected and supplemented with lyophilized seminal plasma according to its total
antioxidant capacity for subsequent freezing. Post-thawing motility, kinetics, viability and
sperm integrity parameters were evaluated. For statistical analysis, generalized linear
models (GLM) were fitted and correlations and regressions were performed. It was found
an association between the genotype for CRISP-3 and the quality of cryopreserved
semen. Also, a high level of this protein in seminal plasma was related with higher post-
thawing sperm quality. Composition of seminal plasma was determinant in the quality of
fresh and cryopreserved semen; similarly, seminal plasma supplementation according
to its total antioxidant capacity, proved to be correlated with semen freezability in this

species.

Keywords: semen, CRISP-3, seminal plasma, freezability, antioxidant capacity, equine
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Introduccidén

En los dltimos afios la industria equina mundial se ha expandido de manera
considerable, generando altas contribuciones econémicas y diversificando los usos de
esta especie para actividades deportivas, de entretenimiento, consumo y medicinales;
ademas en un pais como Colombia, continta siendo una importante herramienta de
transporte y trabajo. Lo anterior enmarca la necesidad de desarrollar sistemas
productivos eficientes, en los que la reproduccion y el uso de diferentes biotecnologias
son fundamentales para el desarrollo de estrategias apropiadas para el mejoramiento

genético.

Sin embargo en la especie equina, la utilizacién de caracteristicas de tipo cuantitativo y
de criterios objetivos al momento de evaluar el desempefio reproductivo y de realizar el
proceso de seleccion de los reproductores, no es frecuente. Adicionalmente, existen
limitaciones que conllevan a la ineficiencia en la implementaciéon de algunas
biotecnologias reproductivas, cuando se le compara con otras especies domésticas.
Como es ampliamente conocido, el semen equino es extremadamente sensible a las
alteraciones celulares generadas durante los procesos de conservacién como la
congelacién; asi mismo, la falta de seleccién de los reproductores ha conllevado a que
exista una amplia variabilidad en la congelabilidad del semen, incluso entre individuos
de una misma raza, lo que ha llevado a catalogarlos como ejemplares con buena o mala

congelabilidad seminal.

Tradicionalmente en el proceso de criopreservacion de semen equino se ha realizado la
extraccion del plasma seminal, debido a que se ha observado que en su totalidad genera
un efecto deletéreo sobre la integridad y funcionalidad de los espermatozoides. Sin
embargo, se conoce que el plasma seminal tiene importantes funciones en el
metabolismo espermaético y en el proceso de fertilizacion; y que es la principal fuente de
antioxidantes solubles y enzimaticos para los espermatozoides. La extraccion del
plasma seminal, sumada al estrés oxidativo que experimentan las células espermaticas
durante el proceso de criopreservacion, por el marcado incremento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ERO), ha sido descrito como uno de los factores méas

relacionados con la baja fertilidad del semen equino criopreservado.

A pesar de que diversos estudios han reportado resultados prometedores para el

mejoramiento de la calidad post-descongelacion del semen equino, cuando se
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suplementa con pequefias cantidades de plasma seminal antes de su criopreservacion,
se desconoce en gran medida la funcién de sus componentes, su aporte a la capacidad
antioxidante del plasma seminal y el efecto que cada uno de ellos cumple en relacion a
la calidad del semen y a la criotolerancia. Adicionalmente la alta variabilidad entre
reproductores con relacién a la composicién bioquimica del plasma seminal, dificulta la
obtencion de resultados consistentes. Por otro lado, algunas proteinas del plasma
seminal han sido sugeridas como marcadores de fertilidad potencial y de congelabilidad
del semen equino, lo cual podria llegar a constituirse en una herramienta de seleccion
de los reproductores, que permita establecer programas de mejoramiento genético

basados en la utilizacion de criterios mas objetivos.

Con larealizacién de esta investigacion se abordan los temas anteriormente planteados,
los cuales seran desarrollados mediante cuatro capitulos. De esta manera, en el primer
capitulo de la tesis se hace una revisién de literatura que comprende los topicos mas
relevantes y pertinentes para el entendimiento de la misma. En el segundo capitulo, se
evalGan algunos polimorfismos dentro del gen CRISP-3, asi como la presencia de esta
proteina en el plasma seminal equino, y su relaciéon con algunos parametros de calidad
seminal post-descongelacion. Asi mismo, se establecieron los haplotipos, las
frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismos estudiados. En el segundo
capitulo, se describe la evaluacion de algunos componentes del plasma seminal equino,
como proteinas totales, iones y vitaminas, determindndose cudl era la relacion de cada
uno de ellos con la calidad del semen fresco. Adicionalmente, se realiz6 una
suplementacién con plasma seminal liofilizado para el proceso de congelacion de
semen, con el fin de determinar el efecto de su composicién en la calidad espermatica
post-descongelacion. Por dltimo, se realizé una suplementacién de plasma seminal
liofilizado de acuerdo a su capacidad antioxidante, relacionandose con la calidad del
semen equino criopreservado y evaluando su efecto en muestras de alta y baja

congelabilidad.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar algunos factores genéticos y componentes
bioquimicos del plasma seminal en equinos de la raza criollo colombiano y su relacién

con la calidad del semen criopreservado.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar factores genéticos y componentes bioquimicos del plasma seminal en equinos
(Equus caballus) de la raza criollo colombiano y su relacién con la calidad de semen

criopreservado

Objetivos especificos

1. Determinar las variantes genotipicas para algunos polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs) dentro del gen CRISP-3 en equinos de la raza criollo

colombiano y su asociacion con la calidad de semen criopreservado

2. Evaluar algunos componentes bioquimicos del plasma seminal de equinos de la

raza criollo colombiano y su asociacion con la calidad de semen criopreservado

3. Evaluar el efecto del aporte antioxidante del plasma seminal sobre la calidad

post-descongelacion del semen de equinos de la raza criollo colombiano.
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Hipotesis

Hipotesis alternas

Existe una relacion del genotipo para CRISP-3, con la calidad y la criotolerancia

del semen de equinos de la raza Criollo Colombiano.

Existe una relacién entre algunos componentes proteicos y antioxidantes del
plasma seminal y la calidad del semen fresco y/o criopreservado en equinos de

la raza Criollo Colombiano.

El aporte antioxidante del plasma seminal, puede mejorar la calidad post-

descongelacién del semen de equinos de la raza Criollo Colombiano.

Hipotesis nulas

No existe relacion del genotipo para CRISP-3 con la calidad y la criotolerancia

del semen de equinos de la raza Criollo Colombiano.

No existe relacién entre algunos componentes proteicos y antioxidantes del
plasma seminal y la calidad del semen fresco y/o criopreservado en equinos de

la raza Criollo Colombiano.

El aporte antioxidante del plasma seminal no puede mejorar la calidad post-

descongelacion del semen de equinos de la raza Criollo Colombiano.
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1. Capitulo 1. Marco teorico

Actualmente 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 (SAPA, 2011). Segun informacion de la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO (2014), el inventario
mundial de equinos al afio 2013 fue de 58°315.816, en América de 32°051.120 y en
América del sur de 12°518.235 ejemplares. En Colombia, segun la encuesta nacional
agropecuaria ENA (2009) realizada por el DANE (Departamento Administrativo Nacional
de Estadistica) el inventario de equinos alcanza 2.421.310 ejemplares, 224.051 asnales
y 430.087 mulares (Paz, 2013).

El mayor productor mundial de equinos es China con 6’337.380 ejemplares y una
produccion de 193.080 toneladas de carne, mientras en Sur América, Argentina se ha
constituido como el principal productor con 30.000 toneladas en el afio 2012. Colombia
produjo en 2012 un total estimado de 6750 toneladas de carne de esta especie,
correspondientes a 54.000 cabezas sacrificadas. A nivel industrial, segin datos del
Concilio Americano del Caballo, para 2005 se estim6 que la produccion equina tuvo una
contribucién de 39 billones de délares como impacto directo y de 102 billones de impacto
total, tan solo en la economia de los Estados Unidos (AHC, 2005). A pesar de la
importancia mundial esta industria, Colombia posee una baja patrticipacion en el
mercado, y a pesar de ser el vigésimo pais productor, no registra indices productivos

significativos.

En Colombia la industria equina aporta el 0.14% del PIB total, que corresponde al 4,35%
del PIB Agropecuario, proviniendo principalmente de la exportacion de equinos. El
promedio de exportaciones desde 1988 hasta el 2006 ha sido aproximadamente
trescientos ejemplares por valores fluctuantes entre uno y dos millones de dolares por
afio. FEDEQUINAS calcula que la industria equina genera alrededor de 97.984 empleos

directos en los 24.496 criaderos existentes en el pais; adicionalmente, genera 122.480
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empleos indirectos adicionales, es decir un total de 220.464 empleos en el pais (FAO,
2010)

Dentro de la funciones de fomento de la conservacion, el uso sostenible y el desarrollo
de los recursos genéticos nacionales, El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de
Colombia, ha formulado politicas como la Ley 427 de 1998, que establecio el desarrollo
de programas de investigacion con el objeto de promover la propagacion y el
mejoramiento de razas puras, de su produccidén, comercializacion y promocion. Asi
mismo, cred el Comité nacional para el mejoramiento de la ganaderia colombiana,
mediante Resolucion No. 249 de noviembre de 2003 con modificaciones en el 2008
(Resolucion 171), con el objeto de incentivar la productividad del sector pecuario a
través del mejoramiento de las especies que la conforman, incluyendo la especie equina
(FAO, 2010). Por otro lado, este Ministerio ha incluido dentro de las cadenas productivas
para investigacion, desarrollo e innovacion, la cadena equina, asnal y mular, priorizando
entre diferentes demandas del sector, el mejoramiento genético y la preservacion de las
razas nativas (Siembra, 2013).

1.1 Criopreservacion del semen equino

En los dltimos afos, el uso de semen equino criopreservado ha aumentado
progresivamente debido a sus mudltiples ventajas (Squires, 2013). Entre ellas, se
encuentra la posibilidad de preservar el material genético de reproductores valiosos para
su posterior uso, incluso luego de su fallecimiento. Adicionalmente, se facilita su
comercializacién y distribucion a nivel internacional, lo que permite un mejoramiento
genético mas acelerado. Asi mismo en paises estacionarios, el uso de semen equino
congelado, puede ser mas conveniente y econémico para suplir las necesidades de
cubricion de las hembras por medio de inseminacion artificial (IA), durante la estacion
de monta (Loomis, 2001; Squires, 2013). Sin embargo, también existen varias
desventajas. La mayor de ellas, es la disminucién de la capacidad fecundante del semen
equino congelado, cuando se compara con el semen refrigerado de muchos de los
reproductores (Loomis y Graham, 2008; Squires, 2013; Gibb y Aitken, 2016). Ademas,
no existen criterios de seleccién para fertilidad con semen congelado en la especie, a
diferencia de lo que ocurre en bovinos, donde los toros han sido seleccionados durante
afos por la industria de la IA, basdndose en su habilidad espermética para sobrevivir a
la criopreservacion, lo cual origina una respuesta positiva y uniforme a dicho proceso
(Loomis y Graham, 2008)
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En la especie equina la falta de seleccidn de los reproductores, ha conllevado a que
exista una amplia variabilidad en la congelabilidad del semen, incluso entre individuos.
Lo anterior ha sido ampliamente estudiado en la especie equina, y los reproductores son
comunmente clasificados como “buenos” o “malos congeladores”, dependiendo de sus
resultados de calidad seminal post-descongelacion (Vidament et al. 2005; Hoffmann et
al. 2011; Neto et al. 2014).

Por lo anterior, la metodologia mas utilizada para la conservacion de semen equino, es
posiblemente la refrigeracion a 4°C. Esta técnica produce una reduccion en la tasa
metabdlica de los espermatozoides, permitiendo extender su supervivencia. Sin
embargo, el semen solo puede ser almacenado durante pocas horas, dada la rapida
reduccion de su fertilidad (Ponglowhapan et al. 2004), la cual depende
fundamentalmente de la resistencia de la membrana plasmatica al dafio causado por el
choque térmico (Sanchez et al. 2006). La congelacion de semen y su almacenamiento
en nitrogeno liquido, permiten su conservacion por largos periodos de tiempo,
alcanzando tasas de movilidad posteriores al proceso, del 60% al 70% en las especies
bovina (Liu et al. 1998) y canina (Alamo et al. 2005) y del 55% al 70% para la especie
porcina (Rodriguez y Wallgren, 2011). En la especie equina, se recomienda una
movilidad post-descongelacion = 30% 6 235% para el uso de semen congelado-
descongelado en programas de IA. Adicionalmente se requiere que presente como
minimo el 20% de movilidad progresiva 15 minutos después de la descongelacién. Por
otro lado, la morfologia normal después de la descongelacion deberia ser del 70%, o un

porcentaje muy similar al recomendado en el semen fresco (Lozino et al. 2011).

Como es conocido, el semen equino es extremadamente sensible a las alteraciones
celulares generadas por la congelacién, al estrés osmético resultado de la exposicién a
medios hipertonicos, y adicionalmente a los cambios osméticos inducidos durante el
proceso (Ball, 2008; Devireddy et al. 2002). Durante la congelacién por debajo de 0°C,
comienza a formarse hielo extracelular, exponiendo a los espermatozoides a
condiciones hiperosméticas, lo cual es exacerbado por la adicion de crioprotectores no
permeables (Pegg, 2007; Gibb y Aitken, 2016). Lo anterior induce la deshidratacion
celular, que a pesar de ser necesaria para mantener la viabilidad post-descongelacion
de los espermatozoides, podria generar como resultado del estrés osmaético, dafios en
la membrana plasmatica (Morris et al. 2007), en el ADN (Sardoy et al. 2008) y la

produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Burnaugh et al. 2010).

Asi mismo, el enfriamiento rapido induce una fase de transicion de la membrana

plasmatica de los espermatozoides, que cambia de un estado liquido a un estado de
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gel, lo cual genera pérdida de lipidos de la membrana y un reacomodamiento de los
lipidos y las proteinas dentro de la misma. Esto a su vez, conduce a que se vuelvan
permeables al agua y a algunos iones, conllevando finalmente a que se presente en el
espermatozoide anormalidades en su movilidad (movimiento circular y defectos reflejos

en la pieza media) y a su muerte prematura (Loomis y Graham, 2008).

En algunas especies como la equina, se ha observado mayor susceptibilidad de los
espermatozoides al choque térmico. Esta diferencia entre especies, se atribuye
principalmente a la diferencia en la composicion lipidica de las membranas plasméaticas
(Loomis y Graham, 2008; Garcia et al. 2011). Las membranas que presentan una
relacion colesterol:fosfolipidos mas alta, exhiben temperaturas de transicion méas bajas;
incluso, si el contenido de colesterol es suficientemente alto, la membrana no
experimentaria su fase de transicion al estado de gel (Loomis y Graham, 2008). Moore
et al. (2005a), observaron un aumento en la viabilidad post-descongelacion de
espermatozoides equinos al ser congelados con la adicion de colesterol. Ademas se ha
sugerido, que la diferencia en el contenido de colesterol en la membrana plasmatica de
los espermatozoides entre diferentes reproductores, podria afectar su criosupervivencia,
explicando la alta variabilidad entre individuos (Loomis y Graham, 2008; Garcia et al.
2011).

Los dafios de las mitocondrias del espermatozoide son al parecer otro de los aspectos
importantes durante la criopreservacion del semen equino, dado que frecuentemente la
evaluaciéon morfolégica de los espermatozoides después de la congelacion y la
descongelacion, demuestran un moderado a marcado hinchamiento de la pieza media;
representando una distension de las mitocondria, y sugiriendo que estas organelas son
un sitio con un significativo criodafio (Ball, 2008). También se han reportado cambios
similares a los que ocurren en la capacitacion en los espermatozoides criopreservados,
en un proceso denominado “criocapacitacion” (Thomas et al. 2006). Esta “capacitacion
prematura" puede generarse a partir de la pérdida de lipidos de la membrana
espermatica durante los procesos de congelacion y descongelacién, asi como de la
pérdida de factores decapacitantes que se eliminan con el plasma seminal (Moore et al.
2005Db).

Una vez el semen equino ha sido colectado, el primer paso después de la evaluacion
inicial es la centrifugacion, para concentrar los espermatozoides y para eliminar el
plasma seminal (Squires, 2013). El uso de gradientes de densidad en la centrifugacion
ha aumentado la calidad y recuperacion de esperma durante este proceso, al permitir la

utilizacion de mayores fuerzas de gravedad, tiempos de centrifugacion y la eliminacién
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de espermatozoides con alteraciones o muertos (Johannisson et al. 2009; Colleoni et al.
2011; Hoogewijs et al. 2011; Varela et al. 2015). Lo anterior, aumenta el niumero de
espermatozoides disponibles y viables para su procesamiento y congelacion (Squires,
2013).

Existen varias metodologias para la criopreservacion del semen, las cuales varian
principalmente en las velocidades de descenso de temperatura, en las concentraciones
de los crioprotectores utilizados, y en los soportes de almacenamiento empleados.
Varios crioprotectores han sido evaluados en el proceso de criopreservacion, como el
glicerol, el dimetilsulféxido, el etilenglicol y la dimetilformamida, entre otros (Chenier et
al. 1998; Mantovani et al. 2002; Medeiros et al. 2002). Estas sustancias juegan un papel
importante al disminuir la exposicion al choque osmotico (Hoffmann et al. 2011),
estabilizar las biomoléculas y estructuras celulares (Pefia et al. 2011) y limitar los efectos
deletéreos de las EROs. Adicionalmente, la mayoria de diluyentes para congelacion de
semen equino, incluyen leche desnatada, yema de huevo y disacaridos como sucrosa
o trehalosa (Oldenhof et al. 2013).

Los crioprotectores permeables, aumentan la permeabilidad de la membrana plasméatica
al agua, permitiendo que los espermatozoides se continden deshidratando a
temperaturas inferiores a 0°C, evitando la formacion de cristales de hielo intracelulares
(Akhoondi et al. 2012). Adicionalmente se ha sugerido que estos crioprotectores, pueden
reemplazar el agua intracelular e interactuar con fosfolipidos y otras biomoléculas a

través de puentes de hidrégeno (Oldenhof et al. 2013).

Por otro lado, los protocolos de congelacion rapida y ultrarrapida previenen la formacion
de hielo intracelular mediante la deshidratacion de la célula, por su exposicion a altas
concentraciones de crioprotectores permeables (4 a 6 mol/L) y azlicares. La congelacion
rapida involucra un enfriamiento rapido por la exposicion de las células a vapores de
nitrégeno liquido, mientras la congelacion ultrarrdpida requiere sumergirlas
directamente en nitrégeno liquido, para un enfriamiento ultrarrapido (Albarracin, 2005).
La vitrificacion corresponde a una técnica de criopreservacion ultrarrapida, que
desencadena la formacién de un estado vitreo similar al cristal, sin presencia alguna de
cristales de hielo intracelular y extracelular; disminuyendo asi el dafio de las células
(Bailey et al. 2000; Orief et al. 2005). Las ventajas de la vitrificacidon son grandes
respecto a los métodos tradicionales de congelacion, por sus menores costos en
equipos, su sencillez, y la disminucion del tiempo de exposicion a bajas temperaturas.
Sin embargo, presenta como dificultades, los efectos nocivos del choque osmético por

el uso de soluciones hiperténicas, los efectos tdxicos causados por la naturaleza
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quimica y las altas concentraciones de crioprotectores, y las alteraciones celulares
relacionadas con la exposicion a bajas temperaturas (Lopera et al. 2007). En humanos,
técnicas de vitrificacion de espermatozoides sin crioprotectores, realizadas mediante la
exposicion directa de estas células al nitrdgeno liquido en soportes especiales, han
logrado preservar su habilidad para la fertilizacion, con tasas de movilidad mayores que
en procesos de vitrificacion convencional (Isachenko et al. 2004; Saki et al. 2009;
Isachenko et al. 2011).

La tasa de enfriamiento, no parece ser el principal factor que afecta la congelabilidad
del semen equino, ya que se ha reportado que tasas de congelacion rapida desde -10°C
hasta -50°C, conducen a una movilidad esperméatica post-descongelacién similar
(Squires, 2013). Sin embargo, la tasa de descongelacién y la dilucion de los
crioprotectores después de este proceso, podria ser mas relevante que la tasa de
congelacion (Vidament, 2005). Los espermatozoides equinos, parecen ser
particularmente sensibles a la rehidratacion y puede ser que una dilucién seriada
después de la descongelacion, puede mejorar la fertilidad espermatica (Squires, 2013).
Durante la descongelacion, el proceso inverso tiene lugar, y los espermatozoides estan
expuestos a condiciones hipoténicas. El hinchamiento espermético debido a la
absorcion de agua en estas condiciones, es mas perjudicial que el estrés hiperténico,
especialmente después de la criopreservaciéon, debido a la presencia y aumento de
EROs (Ortega et al. 2010; Oldenhof et al. 2013).

1.1.1 Estrés oxidativo y criopreservacion

Los radicales libres son especies quimicas que tienen un electr6n no pareado, y se
comportan como moléculas altamente reactivas, mediante la sustraccion de electrones
desde distintas moléculas para lograr su estabilidad (Membrillo et al. 2003; Li et al.
2010). Ciertos niveles de radicales libres son necesarios para el funcionamiento normal
de las células espermaticas, incluyendo procesos como la capacitacion, la
hiperactivacion, la reaccién acrosémica, la fusion al oocito y la fertilizacion (Chi et al.
2008). Sin embargo, cuando se presenta una produccion exagerada de especies
reactivas de oxigeno (ERO) como el anion superéxido (O2), el anion hidroxilo (OH), y
el peréxido de hidrogeno (H.O.) como precursor de los radicales libres, la capacidad
antioxidante del semen es rebasada, dando lugar al proceso denominado “estrés

oxidativo”. Dicho proceso contribuye al dano estructural de la cromatina, las membranas,
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los lipidos, azlcares y las proteinas del espermatozoide (Ball, 2008; Membrillo et al.
2003).

Durante la criopreservacion, los espermatozoides presentan un aumento de la
concentracion de calcio intracelular, un aumento de la generacién de EROs, y una
reduccién en su capacidad antioxidante debido a la eliminaciéon del plasma seminal
(Vasconcelos et al. 2013), al dafio estructural del citoesqueleto, y a la alteracién de las

enzimas antioxidantes (Isachenko et al. 2004).

Las mitocondrias espermaticas son la principal fuente de EROs en el espermatozoide,
pudiéndose considerar como las estructuras celulares mas sensibles durante los
procesos de congelacion y descongelacion, en los que se aumenta la produccién de
especies reactivas (Vasconcelos et al. 2013. A diferencia de otras especies mamiferas,
en los espermatozoides equinos, la demanda de energia se suple principalmente a
través de la fosforilacion oxidativa realizada en las mitocondrias (Ferrusola et al. 2010;
Gibb et al. 2014), la cual es una ruta mas eficiente para la produccion de ATP que la
glicdlisis (Storey, 2008). Ante la presencia de dafio mitocondrial, los espermatozoides
sufren una pérdida rapida de movilidad y velocidad y una disminucion dramatica de ATP
(Gibb et al. 2014). Adicionalmente, en la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, cerca del 1-3% del O reducido, forma anién superdxido durante el proceso
de fosforilacion oxidativa (Gibb y Aitken, 2016). Por otro lado, el desequilibrio osmotico
generado durante los procesos de criopreservacion, puede aumentar la permeabilidad
de la membrana mitocondrial, permitiendo que las EROs se difundan rapidamente y
activen una maquinaria intrinseca similar al mecanismo de apoptosis (Vasconcelos et
al. 2013).

El exceso de EROs, como el anién superoxido, producido en las mitocondrias durante
el proceso de criopreservacion, conlleva a un aumento de la peroxidacion lipidica y la
produccion de aldehidos electrofilicos altamente reactivos. Estos aldehidos aducen
proteinas funcionales, resultando en una pérdida de la movilidad espermatica y dafio
mitocondrial, que puede desencadenar en apoptosis o dafio oxidativo del ADN. Si estas
alteraciones no conducen a la muerte celular, se podrian ocasionar mutaciones en las
células germinales, y a su vez, pérdidas embrionarias o abortos (Aitken y Curry, 2011;
Aitken et al. 2012). La pérdida de movilidad espermatica, no so6lo se debe a la
peroxidacion lipidica generada a causa de las EROs, sino también a la disminucién
concomitante del ATP, que compromete innumerables funciones dependientes de esta

molécula, altera la homeostasis y acelera la muerte celular (Gibb y Aitken, 2016)
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El estrés osmotico generado durante los procesos de criopreservacion, ha sido
relacionado con efectos adversos sobre la movilidad, la viabilidad y el potencial de
membrana mitocondrial en espermatozoides equinos, lo cual podria estar asociado con
el estrés oxidativo (Ball et al. 2001a; Pommer et al. 2002); dado que el estrés osmético
tanto en condiciones hipoténicas como hipertonicas, puede incrementar la produccién
de anion superéxido en el semen equino (Burnaugh et al. 2007). Brum et al. (2008),
asociaron la criopreservacion con la presentacion de cambios celulares relacionados
con la apoptosis en los espermatozoides equinos; al evidenciar en éstos cambios
significativos en el porcentaje de caspasas activas, en la actividad mitocondrial, en la
permeabilidad de la membrana plasmética, en la movilidad total, y en la movilidad
progresiva. Diferentes marcadores de apoptosis pueden ser usados para predecir la
resistencia a la congelacion de los espermatozoides de los ejemplares equinos (Ortega-
Ferrusola et al. 2009).

Es asi, como en el material germinal criopreservado el numero de células con cambios
asociados a la apoptosis aumenta en comparacion con el semen fresco, dichas células
generan grandes cantidades de EROs, lo cual posee el potencial para desacoplar el
metabolismo oxidativo normal de los espermatozoides, conduciendo a que éstos se

vean sometidos a estrés oxidativo (Ball, 2008; Peirouvi et al. 2007).

Adicionalmente los espermatozoides criopreservados, morfolégicamente anormales y
los neutrofilos, son importantes fuentes de EROs (Ball et al. 2001b, Baumber et al. 2002)
y de otros lipidos usados como sustratos para la peroxidacion, como los plasmalégenos
y las esfingomielinas, los cuales favorecen las alteraciones del espermatozoide
(Ogbuewa et al. 2010). El peréxido de hidrégeno es la principal especie reactiva
relacionada con alteraciones espermaéticas durante el almacenamiento; siendo
generada a partir del anion superdxido, el cual es la principal EROs producida por el
espermatozoide, por la rapida accién de la superéxido-dismutasa (SOD) (Burnaugh et
al. 2007).

Las EROs producidas durante el proceso de criopreservacion pueden causar
fragmentacion del ADN (Baumber et al. 2003; Wnuk et al. 2010), reaccién acrosémica
anormal, dafios y pérdida de fluidez en la membrana de los espermatozoides debido a
la peroxidacion lipidica (Ball et al. 2000; Vasconcelos et al. 2013). La peroxidacion es
adicionalmente promovida por el alto contenido de acidos grasos poli-insaturados de los
espermatozoides equinos (Aurich et al. 1997; Garcia et al. 2011), los cuales a través de
una serie de reacciones en cadena de radicales libres, generan de manera inicial gran

cantidad de hidroperéxidos; subsecuentemente se generan una serie de compuestos
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oxidados como dienos conjugados, cetonas, alquenos, alcanos, oxo e hidroxi acidos,
hidrocarburos saturados e insaturados como el etano y el pentano, y aldehidos
saturados e insaturados (Nedyalka y Emma, 2001; Sanocka y Kurpisz, 2004). De esta
manera, los &cidos grasos insaturados, al ser atacados por EROs, generan el radical
peroxilo (ROO") y alcoxi (RO, los cuales sustraen un &tomo de hidrégeno de un carbono
del lipido adyacente para estabilizarse, generando el &cido o alcohol correspondiente.
Esta sustraccion, crea un radical en un carbono central que se combina con dioxigeno
para crear otro peroxido lipidico, manteniéndose asi la propagacion de la peroxidacion
a través de la membrana (Garcia et al. 2011)

En cuanto a las proteinas, existen tres maneras diferentes de que puedan ser alteradas
a través del estrés oxidativo: mediante la modificacion oxidativa de un aminoacido
especifico, el clivaje de péptidos mediado por radicales libres y la formacion de enlaces
proteicos debido a reacciones con productos de peroxidacion lipidica (Lobo et al. 2010).
El dafio generado en el ADN, puede ocasionar produccion de sitios libres de bases
nitrogenadas, supresiones, modificacion de las bases, rupturas de la cadena, enlaces
cruzados ADN-proteina y rearreglos cromosémicos. Se conoce que el radical hidroxilo,
reacciona con todos los componentes de la molécula de ADN, incluyendo las bases
purinas y pirimidinas, asi como la desoxirribosa. Asi mismo, el peroxilo y radicales OH-

, también intervienen en la oxidacién del ADN (Dizdaroglu et al. 2002; Valko et al. 2004).

Respecto a los azlcares, durante las etapas iniciales de los procesos no enzimaticos
de glicosilacion, la fragmentacién del azicar produce especies de cadena corta como el
glicoaldehido, el cual es muy corto para ciclar y por lo tanto es propenso a la auto-
oxidacién, formando el radical superéxido. La reaccién en cadena resultante propagada
por este radical, puede formar a y B-dicarbonilos, que son mutadgenos bien conocidos

(Benov y Beema, 2003).

A pesar de que existe un paradigma de que los espermatozoides no viables o de baja
calidad, son los que generan mayor cantidad de EROs, una hipétesis alternativa sugiere
gue espermatozoides de caballos de alta fertilidad, tras los procesos de criopreservacion
o de almacenamiento in vitro, al tener un metabolismo mas rapido, presentan
actividades mas altas de fosforilacion oxidativa, y por tanto, una mayor generacion de
EROs (Gibb et al. 2014).

Se ha descrito una correlacion positiva entre la oxidacion de las proteinas del semen, la
movilidad y la viabilidad espermatica; sugiriendo que la oxidacion de las proteinas podria
ser importante para la funcion del espermatozoide; mientras que la oxidacion de los

lipidos del plasma seminal es definida como un indicador de dafio espermatico.
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Adicionalmente se ha evidenciado una correlacién positiva entre los niveles de oxidacion
de lipidos y proteinas en el espermatozoides y en el plasma seminal, con la presencia
de defectos severos en la funcién de los espermatozoides de equinos subfértiles,
indicando que la oxidacién de lipidos y proteinas podria ser Util para la identificacion de
machos con problemas de fertilidad (Morte et al. 2008).

1.2 Plasma seminal equino

El semen esta compuesto por dos fracciones diferentes; los espermatozoides, que
constituyen menos del 1% del volumen total y el plasma seminal, que consiste en un
liguido producido por la red testicular, el epididimo y las glandulas accesorias. Ambas
fracciones, son expulsadas durante la eyaculacion por contracciones uretrales
(Kareskoski y Katila, 2008). El plasma seminal constituye una mezcla compleja de
proteinas, iones y sustancias organicas de bajo peso molecular, como aminoacidos
libres, monosacaridos, lipidos, poliamidas, prostaglandinas y hormonas esteroidales
(Katila y Kareskoski, 2006)

Se conoce que el plasma seminal tiene diversas funciones en el metabolismo de los
espermatozoides y en el proceso de fertilizacion, como la activacion de la motilidad
espermatica, accion antimicrobiana, neutralizacién de metabolitos del esperma, entre
otras. Ademas, es un mediador de la capacitacion esperméatica y de la respuesta
inflamatoria post-coital en el Utero de las yeguas (Guasti et al. 2012). Adicionalmente,
parece tener una funcién importante en la regulacion del transporte de las células
espermaticas dentro del oviducto (Troedsson et al. 2005), al disminuir las
contracciones uterinas inmediatamente después de la inseminacién y al
incrementarlas cuatro horas después de la misma (Portus et al. 2005). También se ha
descrito que actia como tampédn, al proveer la osmolaridad y el medio nutricional
adecuado para los espermatozoides (Villemure et al. 2003); y como inductor de la
ovulacién en especies como bovinos, porcinos y camélidos (O’Leary et al. 2004; Ratto
et al. 2005; Juyena y Stelletta, 2012). Asi mismo, juega un rol importante en la
interaccion de esperma-ovocito (Souza et al. 2008) y como activador de la expresion
de citoquinas embriotréficas que ayudan a preparar el tracto reproductivo de la hembra
para el desarrollo embrionario, particularmente facilitando los cambios inmunoldgicos

requeridos para la implantacion (Robertson, 2005)
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Sin embargo, las técnicas de criopreservacion de semen equino abogan por la retirada
del plasma seminal, ya que su presencia promueve un efecto perjudicial en la
preservacion de las células espermaticas (Guasti et al. 2012). Asi mismo, se describe
que los efectos benéficos del plasma seminal se dan por un corto periodo de tiempo
después del contacto con los espermatozoides, por lo que no seria necesario en
periodos posteriores, ya que su ausencia no parece tener efectos negativos sobre las
tasas de prefiez (Portus et al. 2005).

La composicion del plasma seminal y la funcion secretora de las glandulas sexuales
accesorias, varia entre las especies, entre individuos de una misma especie, e incluso
entre eyaculados de un mismo individuo (Aurich et al. 1996) Las diferencias en la
concentracion de algunos componentes, pueden deberse a variaciones nutricionales,
de manejo, temperatura ambiental, estacion del afio, estrés y métodos de deteccion
(Juyena y Stelletta, 2012). La estacionalidad en los equinos, no solo afecta la
reproduccion en las hembras, sino también la calidad del plasma seminal en el macho,
lo cual parece deberse a los cambios en los niveles de hormonas esteroideas que se
generan en las diferentes estaciones, lo cual ha sido descrito tanto en el plasma

seminal como en el plasma sanguineo (Katila y Kareskoski, 2006)

1.2.1 Componentes del plasma seminal equino

Proteinas

La mayoria de las proteinas presentes en el plasma seminal se derivan del epididimo
y para la especie equina, alrededor del 73% de los compuestos proteicos son
secretados en la cabeza de éste (Guasti et al. 2012). Estas proteinas participan en la
maduracién espermatica post-testicular, en la cual los espermatozoides adquieren su

capacidad para fecundar (capacitacion) (Giesecke et al. 2010c).

Las proteinas epididimarias adquiridas por la membrana espermatica durante el
transito por el epididimo, son clasificadas de acuerdo al tipo de interaccion que
presentan con la célula espermatica. Pueden ocurrir enlaces débiles, responsables de
la quiescencia de los espermatozoides; enlaces fuertes, importantes en el tracto
reproductivo de la hembra y en el proceso de fertilizacion; modificaciones de las
proteinas de la membrana espermatica, para exponer u ocultar receptores; o la
presencia de proteinas libres en el fluido epididimario, colaborando con la manutencion
del medio (Marengo, 2008).
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Los espermatozoides de los mamiferos, adquieren su movilidad y capacidad
fecundante gracias a interacciones secuenciales con dichas proteinas presentes en el
fluido epididimario. Entre las principales se encuentran lactoferrina, clusterina,
procathepsina D, proteina de transportadora de colesterol, entre otras. Se ha sugerido
que algunas de estas proteinas juegan un papel importante en la funcion espermaética,
ya sea modificando la superficie o composicién de la membrana del espermatozoide
o contribuyendo en la preservacion de la integridad celular. En la especie equina, se
ha reportado que proteinas epididimarias pueden alterar las caracteristicas de la
membrana plasmatica, a través de la accién de la clusterina, la proteina transportadora

de colesterol, o mediante actividad enzimatica (Udby et al. 2005)

Las proteinas del plasma seminal pueden dividirse en tres grupos principales:
fibronectinas tipo Il (Fn-2), proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISPs) y
espermadesinas (Kareskoski y Katila, 2008).

Las proteinas del grupo Fn-2 presentan un ndmero variable de dominios de
fibronectina tipo I, e interactian especificamente con la colina de los fosfolipidos de
la membrana plasmatica de los espermatozoides en el momento de la eyaculacion,
teniendo la capacidad de unirse a la heparina. La heparina es estructuralmente similar
alos glicosaminoglicanos (GAG) que se secretan en grandes cantidades en el oviducto
y en los fluidos uterinos durante la fase folicular de la yegua, pareciendo mediar el
proceso de la capacitacion espermatica por el eflujo de colesterol y de fosfolipidos
(Topfer-Petersen et al. 2005; Guasti et al. 2012).

El segundo grupo de proteinas de importancia en los equinos se representa por la
sigla CRISP y se caracterizan por presentar 16 residuos de cisteina en su estructura
molecular. Se dividen en CRISP-1, CRISP-2 y CRISP-3 (Guasti et al. 2012). La CRISP-
1 se expresa a lo largo del epididimo y se une a la superficie espermaética, influyendo
en la union de los espermatozoides y el ovocito; mientras que la CRISP-2 se expresa
en el testiculo, el epididimo y las glandulas vesiculares y se cree que media las
interacciones entre las células de Sertolli y los espermatocitos (Giesecke et al. 2010c;
Hamann et al. 2007). La mayoria de las proteinas CRISP-3 se expresan desde el
epididimo hasta el resto del tracto genital masculino, con una alta expresion en la
ampolla de los conductos deferentes. En humanos y en ratones, esta proteina se
expresa en pequefias cantidades en el tracto genital pero también en las glandulas
salivares y en algunas células del sistema inmune, lo cual indica que esta proteina
posee una posible funcion moduladora inmunoldgica (Hamann et al. 2007; Leeb et al.

2005). A diferencia de las deméas especies de mamiferos estudiadas, el equino
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produce grandes cantidades de CRISP-3 en su tracto genital, representando la mayor
fraccion proteica del plasma seminal (cercana a 1mg/mL de plasma seminal) (Udby et
al. 2005). Esta expresién Unica y especifica de la especie, sugiere que esta proteina
posee un papel especial en la reproduccion equina, a diferencia de las otras especies
mamiferas (Giesecke et al. 2010a). Connor (2009), cuantificé la proteina CRISP-3 en
el plasma seminal de 67 equinos por medio de ELISA, encontrando un valor promedio
de 7.44 £ 5.98 mg/mL; un valor minimo de 0.49mg/mL, y maximo de 25.63 mg/mL.

Las CRISPs se expresan bajo el control androgénico y se unen en la region ecuatorial,
en el post-acrosoma y en la pieza intermedia de los espermatozoides, teniendo una
estrecha relacion con la fusion del espermatozoide al ovocito. La proteina HSP3
pertenece al grupo de las CRISP, siendo estructuralmente semejante a las proteinas
de este grupo (Schambony et al. 1998). Se ha descrito que la proteina CRISP-1
epididimaria es importante en la fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas del
espermatozoide, en la interaccién del esperma con la zona pellcida del ovocito y en
la fusion de ambos gametos; esta ultima funcién también se le atribuye a la proteina
CRISP-2 (Cohen et al. 2011)

Las espermadesinas poseen de 110-113 aminoacidos en su estructura y comprenden
un Udnico dominio estabilizado por puentes disulfuro. Estas proteinas son
multifuncionales y tienen la capacidad de unirse a la heparina, a inhibidores de
proteasas, a fosfolipidos y a carbohidratos. Se han aislado y caracterizado ocho
proteinas de bajo peso molecular (14-30 kDa) en el plasma seminal, denominandose
proteinas de choque térmico del plasma seminal equino (HSP1 a HSP8). Todas las
HSP se afladen a la superficie de los espermatozoides durante la eyaculacion, excepto
la HSP4 (Topfer-Petersen et al. 2005; Guasti et al. 2012). La HSP7 es la
espermadesina mas representativa del plasma seminal equino y es secretada durante
el trayecto del espermatozoide por el conducto epididimario. Esta se une a la zona
pellcida intacta, mostrando su papel en la interaccion espermatozoide-zona pellcida
(Reinert et al. 1996)

Macpherson et al. (2002) demostraron la presencia de factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF-1) y de las proteinas de unién a este factor IGFBP-2 (35 kDa) y IGFBP-5
(32 kDa) en el plasma seminal equino, sugiriendo como posibles fuentes de las
mismas el testiculo, el epididimo y las glandulas accesorias, aunque no se han
realizado investigaciones especificas para determinar su origen en esta especie.
Adicionalmente, se correlacionaron diversos parametros de calidad seminal con el

contenido de IGF-1, encontrando mayores porcentajes de movilidad vy
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espermatozoides con morfologia normal en equinos con mayores niveles de IGF-1, y
por tanto mayores tasas de concepcion. Estos resultados coinciden con los
encontrados en diversos estudios realizados en murinos, en los que la morfologia y la
movilidad espermética mejoraron tras el tratamiento exdgeno con IGF-1 (Breier et al.
1996; Vickers et al. 1999). Asi mismo, la movilidad espermatica y el VSL fueron
significativamente mayores en esperma de toros tratados in vitro con IGF-1 6 IGF-2
(Henricks et al. 1998).

Adicionalmente se ha reportado que algunas proteinas del plasma seminal, pueden
mejorar la penetracién del espermatozoide al oocito (El-Hajj Ghaoui et al. 2007),
promover la fagocitosis de espermatozoides muertos y la funcion de los
polimorfonucleares, via proteasas (Dacheux et al. 2003). Asi mismo, se ha reportado
una correlacién positiva entre el contenido de proteinas totales del plasma seminal, y
la congelabilidad del semen ovino (Barrios et al. 2000). Usuga et al. (2016), hallaron
un efecto significativo de las proteinas totales del plasma seminal y parametros de
calidad de semen post-descongelacion como MT, MP, VSL, VCL y VAP; resultados
gue 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 evaluados. Por otro lado, se
reportd que un nivel medio de proteinas totales arrojo los mejores resultados para los
parametros espermaticos de MT, MP, VE y HOS post-descongelacién, probablemente
debido a que un alto nivel de proteinas en el plasma seminal podria conducir a una
mayor oxidacion proteica, y a la consecuente reduccién de la calidad del semen
(Usuga et al. 2016)

Numerosos estudios se han realizado para evaluar el efecto de la suplementacién de
proteinas del plasma seminal al semen equino criopreservado. Fagundes (2003),
observo que la adicién de proteinas de plasma seminal aut6logo, con masa molecular
superior a 10 kDa al diluyente de congelacion mejoré las caracteristicas espermaticas
post-descongelacién, mientras que las proteinas con masa inferior a 10 kDa afectaron
negativamente la viabilidad espermatica. Estos resultados difieren con los
encontrados por Pessanha et al. (2008), en los que el tratamiento control arrojé
mejores parametros de calidad seminal, que los obtenidos con suplementacién de
proteinas del plasma seminal al 10% y al 20 % (con masa superior a 10 kDa). Sin
embargo, se ha reportado que la adicion de proteinas al medio antes de que ocurra el
choque frio, previene el dafio a la membrana espermatica, inhibiendo la fosforilacion

de residuos de tirosina (Pérez-Pé et al. 2002) y manteniendo la actividad de enzimas
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antioxidantes y su adecuada distribucion en la superficie espermatica (Marti et al.
2008).

Enzimas

La gran mayoria de las enzimas que se encuentran en el plasma seminal actian como
agentes antioxidantes, previniendo la peroxidacion de lipidos de membrana por las
EROs y, en consecuencia, la fragmentacion de ADN de esperma (Katila y Kareskoski,
2006)

La catalasa, la superoxido-dismutasa (SOD) y el sistema glutation
peroxidasa/reductasa (GPX/GRD) son las principales enzimas con propiedades
antioxidantes que se encuentran en el semen (Guasti et al. 2012). El plasma seminal
equino presenta una alta actividad de catalasa, la cual proviene principalmente de las
secreciones de la préstata (Ball et al. 2000)

La enzima aspartato amino-transferasa (AST) presente en el plasma seminal equino
parece estar correlacionada con la movilidad de los espermatozoides. Defectos en la
membrana del espermatozoide en la regién de la pieza intermedia, donde se localiza
la AST, conllevan a la pérdida de esta enzima, causando el bloqueo de la produccién
de adenosintrifosfato (ATP), responsable de la cinética de los espermatozoides
(Guasti et al. 2012). Otros estudios corroboran este hallazgo, encontrando una
correlacion entre los niveles de AST y la movilidad espermética en esta especie
(Colenbrander et al. 1992)

La enzima fosfatasa alcalina (FA) se expresa en grandes cantidades en los testiculos
y el epididimo. La cuantificacién de esta enzima puede usarse como marcador para
diferenciar la azoospermia verdadera (altos niveles de FA) de fallas en la eyaculacion
(bajos niveles de FA) y de la azoospermia por bloqueo de ampolla de los conductos
deferentes (Turner y McDonnell, 2003). La actividad de esta enzima, ha sido descrita
en la cabeza del espermatozoide, pieza intermedia y fragmentos de la cola; se cree
gue participa en la regulacion de la fosforilacion de proteinas, mediante protein-
kinasas dependientes de AMPc, necesaria para la movilidad esperméatica (Juyenay
Stelleta, 2012).

Los niveles de B-glucuronidasa varian entre las diferentes fracciones del eyaculado,
encontrando concentraciones mas altas en la primera fraccibn espermatica
(Kareskoski et al. 2005). Se cree que las glucosidasas juegan un papel importante
durante la maduracion espermatica y la fertilizacion, y las diferencias en sus niveles

pueden ser asociadas con defectos funcionales en los espermatozoides (Corrales et
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al. 2002; Dias et al. 2004). En toros, la disminucion en los niveles de glucosidasas
derivadas del epididimo o de los espermatozoides, ha sido correlacionada con baja
concentracion espermatica y morfologia anormal del esperma (Katila y Kareskoski,
2006).

La actividad de la enzima lipasa ha sido demostrada en el plasma seminal equino,
disminuyendo la movilidad espermética de manera dosis dependiente (Carver y Ball
2002). Otras enzimas estudiadas en el plasma seminal de esta especie son las
isoenzimas de la anhidrasa carboénica (AC-I, AC-Il y AC- Ill), las cuales se cree que
regulan la concentracion de bicarbonato, y por lo tanto, el pH del plasma seminal. La
actividad de la AC-I, AC-Il, y AC-lll ha sido detectada en las vesiculas seminales, la
prostata y las glandulas bulbouretrales (Asari et al. 1996). La enzima convertidora de
la angiotensina (ECA) se ha encontrado en las membranas plasmaticas de
espermatozoides epididimarios y eyaculados. Se cree que la angiotensina Il presenta
alguna influencia sobre varios pardmetros de la movilidad espermética, como VAP y
VCL, pero no el porcentaje de espermatozoides mdviles (Ball et al. 2003).
Adicionalmente, la enzima lactato-deshidrogenasa se ha correlacionado con la
movilidad, la concentraciébn esperméatica y el volumen del eyaculado (Katila y
Kareskoski, 2006).

Pesch et al. (2006) cuantificaron algunas de las enzimas descritas anteriormente en el
plasma seminal de 72 equinos de diferentes razas (Tabla 1-1), encontrando una
correlacion positiva entre éstas y la concentracion espermatica; y una correlacion
negativa, con el volumen del eyaculado. Asi mismo, hallaron una correlacion positiva
entre el contenido de lactato deshidrogenasa (LDH) en el plasma seminal equino y la
movilidad total, la movilidad progresiva y la vitalidad del semen fresco, sugiriendo un
papel importante de esta enzima en el metabolismo de las células espermaticas. Por
el contrario, hubo una correlacion negativa entre la LDH y el porcentaje de
espermatozoides con morfologia anormal (Pesch et al. 2006). Asi mismo, se ha
descrito que algunas transaminasas se localizan principalmente en la pieza media del
espermatozoide, mientras que la LDH se encuentra en el citosol y las mitocondrias.
En porcinos, se ha reportado que la LDH podria conducir la glucélisis cuando el O»
esta limitado por medio de la reduccion de piruvato a lactato, mediada por NADH. La
actividad reducida de la LDH en el plasma seminal, podria indicar entonces

alteraciones en la funcion y metabolismo esperméatico (Juyenay Stelleta, 2012).
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Tabla 1-1. Concentracion de algunas enzimas del plasma seminal equino (Adaptada
de Pesch et al. 2006)

Enzima Mediana Valor minimo Valor maximo
Aspartato amino 80.0 26.0 400.0
transferasa - AST (IU/L)
y Glutamil transferasa- GGT  7500.0 1300.0 19000.0
(IU/L)
Fosfatasa alcalina - FA 30200.0 344.0 62900.0
(IU/L)
Fosfatasa acida - AcP (IU/L) 20.0 2.0 92.0
Lactato deshidrogenasa - 81.0 3.0 1450.0
LDH (IU/L)

En los seres humanos y en caninos, se ha descrito que los niveles de fosfatasa acida
(AcP) pueden ser indicadores de la funcion secretora de la prostata. En los equinos,
esta enzima se encuentra principalmente en el cuerpo y ductos del epididimo y en las
vias deferentes (Katila y Kareskoski, 2006). Por otro lado, el origen de la enzima GGT
es especie especifica y se describe por primera vez un origen testicular y epididimario
para la misma en la especie equina, sugiriéndose ademas que podria tener un papel
importante en la proteccion de los espermatozoides contra el estrés oxidativo (Pesch
et al. 2006)

Hormonas

El contenido de hormonas esteroidales y de prostaglandinas en el plasma seminal,
son el resultado de la secrecion de las células de Leydig, el epididimo, las vesiculas
seminales y la préstata, asi como de los espermatozoides, ya gque cuentan con la
enzima aromatasa y ciclo-oxigenasa Il (Hess et al. 2001). En equinos, la presencia de
prostaglandinas (PGF2a, y PGE2), estrogenos y oxitocina, esta asociada con el
transporte espermatico y la eliminacion del esperma no viable, ayudando en la
limpieza uterina en yeguas susceptibles a endometritis (Troedsson et al. 2005). La
presencia de PGF2a y oxitocina en el plasma seminal esta relacionada con las
contracciones del miometrio, las cuales generan la remocién de liquido acumulado y
productos nocivos resultantes del proceso inflamatorio ocurrido después del servicio
o inseminacion artificial (Guasti et al. 2012). Particularmente, en la especie equina las
células germinativas del testiculo producen grandes cantidades de estrégenos (Hess,

2003); sin embargo, su funcion no es muy clara (Guasti et al. 2012)
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lones

La composicion ionica del plasma seminal varia entre las diferentes fracciones del
eyaculado, y también entre animales de la misma especie. Las concentraciones de
calcio, fosfato inorganico y magnesio son mayores en la fraccion espermatica,
compuesta por secreciones del epididimo y de la ampolla del conducto deferente
(Kareskoski y Katila, 2008). El nivel de iones en la dieta, podria tener un efecto positivo
en la concentracion de los mismos en el plasma seminal. Cationes como el sodio,
potasio, calcio y magnesio, ejercen un importante balance osmoético y hacen parte de

numerosas enzimas (Cevik et al. 2007)

Las concentraciones de sodio, potasio y cloruro varian también significativamente
entre reproductores equinos. El fluido pre y post-espermético contiene una mayor
concentracion de cloruro que la fraccion espermatica, mientras que no se han
observado diferencias para el sodio y el potasio (Kareskoski et al. 2005)
Adicionalmente, se ha reportado que la adicién de potasio a diluyentes para semen
equino y humano mejora la movilidad espermatica (Katila y Kareskoski, 2006). El
potasio es un inhibidor metabdlico natural; se ha reportado que altas concentraciones
de este ion disminuye el metabolismo espermatico y por tanto, su movilidad (Massanyi
et al. 2003). En las ovejas, el incremento de los niveles de potasio ha sido
correlacionado negativamente con la movilidad progresiva espermatica, mientras que

ocurre lo contrario para el sodio y cloruro (Asadpour 2012).

El ion de calcio es un importante regulador de la fisiologia espermatica, se presenta en
grandes concentraciones en los productos de secrecién de la préstata, vesiculas
seminales y el epididimo. Este ion es el causante de la reaccidon acrosémica en
mamiferos y parece tener una importante implicacion en la movilidad espermatica
(Guasti et al. 2012). La reaccién acrosémica espontanea ha sido asociada con un
incremento de las concentraciones de calcio ionizado en el plasma seminal equino
(Pesch, 2005). Adicionalmente, el calcio extracelular regula la capacitacién espermatica

(Baker et al. 2004) y la hiperactivacion (Marquez y Suarez, 2004)

El magnesio juega un papel relevante como un cofactor en mas de 300 reacciones
enzimaticas que implican el metabolismo energético y la sintesis de acidos nucleicos
(Wong et al. 2001). Asadpour (2012) correlacion6é valores mas bajos de movilidad
progresiva para semen de ovejas con el incremento de los niveles de calcio en el plasma
seminal, y con la disminucion de los niveles de magnesio y fosfato. Por el contrario, los
valores de movilidad post-descongelacion en semen bovino aument6 cuando se

adicion6 MgCl; en el diluyente de congelacion, lo que indica una variacion considerable
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entre los resultados obtenidos en las diferentes especies (Lapointe et al. 1996). Otra
explicacion es la posibilidad de que el efecto de los iones sobre la movilidad se altere
durante el almacenamiento (Kareskoski y Katila, 2006). Jobim et al. 2004, report6 que
el magnesio podia jugar un papel importante para la movilidad espermética; y se ha
correlacionado positivamente con células viables libres de apoptosis en ovejas (Juyena,
2011).

El zinc se origina principalmente de la préstata, y juega un papel importante en la
movilidad de los espermatozoides, ejerciendo una actividad antioxidante protectora.
También se considera como un factor antimicrobiano para bacterias Gram negativas y
Gram positivas (Barrier et al. 2002; Guasti et al. 2012). Asi mismo, se ha descrito que el
zinc interviene en la maduracién espermatica (Baldauf et al. 2003; Leonhard-Marek,
2001) y que cantidades fisiologicas de zinc en el plasma seminal, bloquea el influjo de
calcio ionizado en las células espermaticas con el fin de evitar la reaccién acrosémica
prematura (Leonhard-Marek, 2001). Tanto el zinc como el hierro han sido
correlacionados positivamente con la calidad seminal en equinos y bovinos (Katila y
Kareskoski, 2006). El zinc juega un papel importante en la regulacién de la movilidad
espermatica, a través del control de la utilizacion de energia por medio de los sistemas
dependientes de ATP y de las reservas de energia fosfolipidicas (Juyena y Stelletta,
2012). En humanos, se ha descrito la influencia de este ion en el proceso de
espermatogénesis, desde su contribucién a la estabilizaciéon ultraestructural de la
compactacién de la cromatina y la modulacion de algunos procesos mitocondriales,
como la respiracién celular y la apoptosis (Zhao et al. 2016). Sin embargo, los resultados
son contradictorios, ya que se han encontrado niveles de zinc superiores en el plasma

seminal de hombres infértiles que en hombres sanos (Akinloye et al. 2011).

El cobre es esencial para la funcionalidad de ciertas enzimas. La enzima Cu-Zn-
superoxido dismutasa (SOD), que participa en la proteccion de los espermatozoides
contra los radicales libres; y la enzima citocromo oxidasa, responsable del suministro de
energia y de la inmunidad celular y humoral, son dependientes de iones de cobre. Sin
embargo, estudios indican que altos niveles de cobre reducen algunos procesos
oxidativos y la glucdlisis, lo que puede conducir a la inmovilidad y la reduccion de la
viabilidad de los espermatozoides (Leonhard-Marek, 2001; Guasti et al. 2012). Sin
embargo, otras investigaciones han reportado una correlacién positiva entre el
contenido de cobre en el plasma seminal y la movilidad espermatica en bufalos
(Eghbali et al. 2008)
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Pesch et al. (2006) realizaron la caracterizacién de la composicion idnica del plasma
seminal de equinos de diferentes razas (Tabla 1-2), encontrando correlaciones
significativas entre éstos y parametros como el volumen y la concentracion del
eyaculado. Assumpc¢do et al. (2005), observaron una correlacion negativa de la
morfologia anormal espermatica con la concentracion de fdsforo, calcio y sodio; y
positiva con la concentracion de potasio, en la especie bovina.

Tabla 1-2. Concentracion de algunos iones en el plasma seminal equino (Adaptada
de Pesch et al. 2006)

lon Mediana Valor Valor
minimo  maximo

Na* (mmol/L) 110.5 69.0 126.0
K* (mmol/L) 22.1 2.1 53.0
Ca total (mmol/L) 2.9 0.66 14.4
Ca?* (mmol/L) 1.7 0.5 8.9

Mg?* (mmol/L) 3.1 0.5 4.2

P (mmol/L) 1.1 0.4 59

Cl (mmol/L) 114.5 84.0 129.0
Cu (umol/L) 17.8 2.0 54.4
Fe (umol/L) 1.9 0 34.6
Zn (umol/L) 13.2 2.1 27.2

En este estudio se describe por primera vez la presencia de hierro en el plasma
seminal equino. Se conoce que el hierro se encuentra ligado principalmente a
proteinas como la transferrina (producida por las células de Sertoli), la haptoglobina
(producida por células de Sertoli, Leydig y células germinales) y la lactoferrina
(espermatozoides y vésiculas seminales). Estas proteinas contienen hierro catalitico
inactivo para evitar el exceso de procesos oxidativos (Pesch et al. 2006). En humanos
los resultados son poco consistentes, ya que se ha reportado un contenido de hierro
menor en el plasma seminal de pacientes oligoastenozoospérmicos (Skandhan et al.
2012); mientras que altos niveles de este ion, han sido correlacionados con hombres

teratozoospérmicos (Marzec-Wroblewska et al. 2011)
Lipidos y carbohidratos.

La cantidad de carbohidratos en el plasma seminal equino (después
de la eliminacién de la fraccion en gel) es considerablemente menor que en el semen
de toro. Como carbohidratos libres se encuentran el inositol y la glucosa y sélo

cantidades insignificantes de fructosa y galactosa. Este dltimo, es el principal
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carbohidrato enlazado a otras moléculas, asi como la manosa y la fucosa (Katila y
Kareskoski, 2006). En rumiantes, el principal azlcar presente en el plasma seminal es
la fructosa (Juyena y Stelletta, 2012), la cual tiende a aumentar durante la temporada
reproductiva (Matsuoka et al. 2006) y juega un papel importante en el metabolismo, ya
gue los espermatozoides utilizan la fructosa para producir ATP (Juyena y Stelletta,
2012). Los espermatozoides equinos no son eficientes en el uso anaerébico de la
fructosa (Katila y Kareskoski, 2006).

La fuente mas probable de lipidos en el plasma seminal, es tanto el epididimo como los
espermatozoides, observdndose una gran variabilidad entre eyaculados, siendo el
primer eyaculado el mas rico en contenido lipidico (Juyena y Stelletta, 2012). El
colesterol es el principal esterol en las membranas de los espermatozoides equinos, asi
como la colina, la etanolamina y la esfingomielina, son los principales tipos de
fosfolipidos (Katila y Kareskoski, 2006), los cuales son de gran importancia para la
estructura, el metabolismo y la capacitacion del espermatozoide, asi como para la
fertilizacion del ovocito (Juyena y Stelletta, 2012). En el plasma seminal equino se ha
reportado una concentracion total de fosfolipidos de 28.4 + 20.2 umoles/100 ml (Chow
et al. 1986). Se conoce que la membrana plasmatica del espermatozoide equino, esta
formada por una alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados; siendo el mas
predominante el acido docosopentanoico (C22: 5 n-6), que representa un 49.9 + 8.7%
de todos los acidos grasos, seguido por el acido palmitico (C16:0) y el acido estearico
(C18:0). Adicionalmente una alta proporcién de este tipo de acidos grasos, ha sido
correlacionada positivamente con la calidad espermética, probablemente debido a que
confieren mayor fluidez a la membrana plasmatica (Garcia et al. 2011), y a pesar de ser
mas propensos a la peroxidacion lipidica, algunos de ellos presentan propiedades
antioxidantes (Richard et al. 2008). En humanos, se ha descrito una relacion del acido
estearico del plasma seminal, con los parametros de movilidad del semen antes y

después de la congelacion (Martinez-Soto et al. 2013)

Vitaminas

En el plasma seminal se encuentran algunos antioxidantes no enzimaticos como el a-
tocoferol, B-carotenos, retinol y ascorbato, en concentraciones relativamente altas
(Kandar et al. 2013); su contenido presenta una gran variabilidad entre los
reproductores equinos y esta relacionado a su consumo o administracion (Williams y
Carlucci, 2006).

Antioxidantes de membrana, como la Vitamina A y E tienen una funcién relevante en

la defensa contra la peroxidacion lipidica inducida por las EROs (Kandar et al. 2013).
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La vitamina E estd constituida por un grupo de 8 isbmeros que incluyen tanto
tocoferoles como tocotrienoles. El a-tocoferol es la forma biolégica mas activa de la
vitamina E (Yoshida et al. 2003). La vitamina A, incluye el retinol y los -carotenos;
estos ultimos son precursores de la vitamina A (Kandér et al. 2013). En equinos, son
pocos los estudios que evallen el contenido de estas dos vitaminas en el plasma
seminal. En humanos se han reportado niveles de retinol y a-tocoferol en el plasma
seminal significativamente menores que en el plasma sanguineo (Hurtado de Catalfo
et al. 2007; Kao et al. 2008). Los rangos fisiologicos de estas dos moléculas en el
plasma seminal humano varian entre laboratorios y presentan un intervalo amplio,
especialmente para el retinol (Kandéar et al. 2013). Moretti et al. (2011) reportaron un
rango de 2.22 a 7.06 yM de a-tocoferol en 27 pacientes. Diafouka y Gbassi (2009)
encontraron una concentraciéon promedio de 0.62 + 0.40 yM de a-tocoferol en
pacientes con pardmetros espermaticos normales. Adicionalmente, se han reportado
concentraciones de vitamina E en el plasma seminal humano de 306 + 349 ng/mL
(Therond et al. 1996) y 0.5 £ 0.20 umol/L, encontrandose en mayores cantidades en
pacientes normozoospérmicos que en los astenoteratozoospérmicos (Nouri et al.
2008). Por otro lado, Omu et al. (1999) reportaron una concentracién promedio de 0.4
+ 0.3 uM de retinol en el plasma seminal de 40 pacientes, mientras que Pappas et al.

(1993) no detectaron niveles de este componente.

Para la vitamina C, se han realizado mediciones en el plasma seminal de caballos
arabes para las diferentes estaciones del afio, encontrdndose concentraciones de 1.76
mg/L (4.41 nmol/mL), 1.08 mg/L (2.71 nmol/mL), 2.05 mg/L (5.13 nmol/mL) y 0.84 mg/L
(2.12 nmol/mL), para el otofio, invierno, primavera y verano, respectivamente.
Adicionalmente, se hareportado un contenido mayor de vitamina C en el plasma seminal
de equinos mayores de 18 afios de edad (4,14 + 0.89 nmol/mL) que en caballos jovenes
1.1 mg/L (2.77 £ 0.40 nmol/mL) (Waheed et al. 2013). En humanos, se ha reportado que
el nivel de vitamina C en espermatozoides de pacientes astenoteratozoospérmicos es

dos veces mayor que en pacientes normozoospérmicos (Nouri et al. 2008).

La vitamina A y sus metabolitos, conocidos como retinoides, son reguladores del
crecimiento y diferenciacién celular (Hidalgo et al. 2005); ademas esta vitamina es
importante para la funcién y estructura normal del testiculo (Hogarth y Griswold, 2010).
En las células esperméticas bovinas, el 90% del total de vitamina A se encuentra en la
membrana acrosomal (Gambhir y Ahluwalia, 1975). Se ha reportado una correlacion
positiva entre el contenido de retinol del plasma seminal y la movilidad espermética (Kao
et al. 2008), la integridad de membrana y la morfologia normal de los espermatozoides,

ya que bajos niveles de vitamina A mostraron un porcentaje mayor de anormalidades
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en la pieza intermedia y de colas dobladas (Abdulkareema et al. 2005). Asi mismo, se
encontré que el retinol reduce significativamente el porcentaje de células espermaticas
con dafo en el acrosoma cuando son sometidas a condiciones de estrés calérico, lo
cual se debe a que a concentraciones fisiologicas, la vitamina A estabiliza la membrana
(Maya-Soriano et al. 2013)

Se ha observado, un efecto positivo de la adicion de &cido ascorbico en la preservacion
de la integridad de la membrana plasmatica de espermatozoides equinos en semen
refrigerado. Adicionalmente, se ha descrito que la adicion de vitamina E antes de
almacenar el semen a temperatura de refrigeracion (5 ° C) ejerce un efecto protector
sobre la membrana plasmatica y mantiene la movilidad progresiva, independientemente
de la presencia o ausencia de plasma seminal (Aurich et al. 1997). Sin embargo,
Baumber et al. (2005) observé que la adicién de a-tocoferol y &cido ascorbico al
diluyente de congelacién, no mejor6 la calidad de los espermatozoides equinos tras la
descongelacion; asi mismo Ball et al. (2001b), no demostr6é de forma clara un efecto
positivo en el mantenimiento de la movilidad de los espermatozoides ni de la fertilidad
potencial durante su almacenamiento. En otro estudio realizado, se demuestra que la
suplementacion con altas concentraciones de &cido ascOrbico para el proceso de
criopreservacion de semen equino, ha arrojado efectos negativos sobre la peroxidacion
lipidica de la membrana espermética (p<0.05). Por el contario, se describe que la
suplementacion con a — tocoferol mejoré la peroxidacion lipidica de la membrana (p <
0.05) y tuvo un efecto positivo en la integridad y la estabilidad de la membrana

espermatica post-descongelacion. (Vasconcelos et al. 2013).

1.2.2 El plasma seminal en la criopreservacion de semen
equino

La remocién del plasma seminal durante la criopreservacion, favorece el estrés oxidativo
del semen equino, ya que la mayoria de su capacidad antioxidante se encuentra alli, de
manera que las técnicas estandar de criopreservacion producen un descenso en la
actividad de algunas enzimas como la catalasa y la GPx (Ball, 2008). Con el fin de
contrarrestar este efecto, se han desarrollado diversas investigaciones en las que se ha
suplementado con diferentes niveles de plasma seminal. Almeida y Ball (2006)
evaluaron diferentes concentraciones de plasma seminal (0%, 5%, 25% y 50%) en la
proteccion contra el estrés oxidativo y el dafio a los espermatozoides equinos

criopreservados, y concluyeron que la adicion de plasma seminal antes de la
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congelacion protege contra la peroxidacion lipidica durante este proceso. Sin embargo,
cuando se usa en concentraciones superiores a 25% conduce a una disminucién en la
viabilidad de los espermatozoides, lo que sugiere que solo bajos niveles de plasma
seminal son esenciales para el mantenimiento de la calidad del esperma. Estos
resultados coinciden con los encontrados por Pizarro et al. (2013), en los que se
describe una reduccién de la peroxidacion lipidica del semen equino criopreservado
suplementado con 10% y 20% de plasma seminal. Katila et al. (2002), encontraron que
puede lograrse un mayor porcentaje de espermatozoides equinos moéviles después de
la criopreservacion, cuando se conserva un 20% del plasma seminal. Por otro lado,
Alghamdi et al. (2002), demostraron que la adicibn de plasma seminal en
concentraciones reducidas (menores al 5%) mejora la calidad del semen descongelado,
ocurriendo todo lo contrario cuando se retira por completo o con la adicion de altas
concentraciones (10-30%). Moore et al. (2005b), indicaron que la incubacién de los
espermatozoides equinos con 5% de plasma seminal resulté en mayores porcentajes
de espermatozoides moviles después de la criopreservacion (42%), que cuando se
incubaron con 20% de plasma seminal (35%, p < 0.05) durante un minimo de 2 horas
antes de la congelacién. Adicionalmente, algunos estudios han reportado que la adicion
de plasma seminal de sementales de alta congelabilidad al semen de animales de
congelabilidad baja, mejora la resistencia de los espermatozoides al proceso de
congelaciéon y descongelacioén; lo contrario ocurre cuando se afiade plasma seminal de
sementales de congelabilidad baja. Este trabajo demuestra que la variabilidad individual
en la composicién del plasma seminal es uno de los factores que determinan la

congelabilidad del semen equino (Aurich et al. 1996).

Otras investigaciones han evaluado el efecto de la adicién de plasma seminal en el
semen descongelado para evitar procesos deletéreos en los espermatozoides como la
criocapacitacion y mejorar algunos parametros de calidad seminal. Se ha demostrado
en espermatozoides ovinos que el plasma seminal limita el desarrollo de la capacitacion
post-descongelacion (Mortimer y Maxwell, 2004). Maxwell et al. (1999), publicaron que
la re-suspension de los espermatozoides tras su descongelacién en solucién tampén
fosfato (PBS) con un 20% de plasma seminal mejora la movilidad espermatica, retrasa
los cambios similares a la capacitacion y por consiguiente la reaccion acrosomica, y
ademas, aumenta la integridad de membrana permitiendo incrementar la fertilidad
después de la inseminacion artificial cervical. Estos resultados demuestran que los
dafios funcionales de los espermatozoides durante la criopreservacion pueden ser
evitados mediante la adicién de plasma seminal, probablemente a través del efecto de

descapacitacion combinado con la mejora en el transporte espermatico. Por el contrario,
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Lozino et al. (2011), no encontraron diferencia significativa en los parametros de calidad
seminal al resuspender el semen descongelado en el plasma seminal de caballos de

tiro.

La adicion de plasma seminal o de sus componentes al semen descongelado, aumenta
el consumo de oxigeno y la movilidad de los espermatozoides (Juyena y Stelletta, 2014),
interviene en la recuperacion de algunas proteinas de la superficie espermatica
(Domiguez et al. 2008), revierte el criodafio sobre la membrana espermética de
espermatozoides ovinos (Rebolledo et al. 2007) e incrementa en general, los pardmetros
de calidad espermatica (Maxwell et al. 2007).

Por otro lado, se ha descrito que la separacion total del plasma seminal en la preparacién
del semen para la criopreservacion, aumenta la duracién de la respuesta inflamatoria
del utero de las yeguas después de la inseminacion con semen descongelado. De
manera contraria, la presencia de plasma seminal en la dosis inseminante acorta la

duracién de la inflamacion inducida por la inseminacién artificial (Troedsson et al. 2000).

1.3 Capacidad antioxidante del semen equino

Un antioxidante con funcién biol6gica se define como una sustancia que retrasa,
disminuye o evita la oxidacion del sustrato, resultando ser un agente reductor mas
potente (Membrillo et al. 2003; Halliwell, 2007). La actividad antioxidante puede ser
eficaz de diversas maneras: inhibiendo las reacciones de oxidacion de radicales libres,
interrumpiendo la propagacion de la reaccion en cadena de la auto-oxidacion, mediante
la sinergia con otros antioxidantes, como agentes reductores que convierten los
hidroperéxidos en compuestos estables, como quelantes metdlicos que convierten pro-
oxidantes metalicos (hierro y derivados de cobre) en productos estable, y finalmente
como inhibidores de las enzimas pro-oxidativas (lipooxigenasas) (Pokorny, 2007,
Kancheva, 2009; Caroho y Ferreira, 2013). Sin embargo, los antioxidantes pueden
retardar la peroxidacion, aunque nunca la detienen completamente (Rodriguez et al.
2007).

Los mecanismos de defensa antioxidante en los seres vivos, pueden ser mediados por
proteinas de union a hierro y cobre, tales como la transferrina, la ferritina y la albumina
(Kirschvink et al. 2008). También por pequefias moléculas antioxidantes como el

ascorbato, el urato, el glutation, los tocoferoles, los flavonoides, los carotenoides y el
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ubiquinol; y por enzimas, tales como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa y la
glutation peroxidasa (GPx) (Caroho y Ferreira, 2013). Estas son las principales enzimas
presentes en el plasma seminal equino, encargadas de proteger a los espermatozoides
del dafio oxidativo causado por la produccién de EROs (Juyena y Stelletta, 2014). De
esta manera, el sistema antioxidante de los seres vivos esta compuesto por
antioxidantes enziméticos y no enzimaticos (Caroho y Ferreira, 2013). El plasma seminal
es el fluido biolégico que contiene la mayor concentracion de antioxidantes, incluyendo
el plasma sanguineo, lo cual compensa el déficit de enzimas antioxidantes en el

citoplasma del espermatozoide (Juyena y Stelletta, 2014).

Los espermatozoides equinos generan EROs en forma natural, principalmente por su
metabolismo mitocondrial, y por la enzima espermatozoide especifica NADPH oxidasa
(NOX5), presente en la membrana plasmética de la cabeza de esta célula (Sabeur y
Ball, 2007). La produccion de EROs ha sido considerada como un mecanismo
fisiologico, ya que promueve la capacitacion y la fosforilacion de la tirosina (Baumber et
al. 2003), implicada en la via de sefializacion que controla procesos como la
capacitacion y la reaccién del acrosoma. Por esta razén se plantea que son necesarias
pequefias cantidades de EROs para la funcion espermatica normal, incluyendo los
procesos anteriormente mencionados, la hiperactivacion, la fusiébn al oocito, la
fertilizacién (Chi et al. 2008) y la estabilizacion de la capsula mitocondrial en la pieza
media (Gongalves et al. 2010); sin embargo, la produccion excesiva de las mismas es
altamente toxica para los espermatozoides (Ball, 2008; Katila y Kareskoski, 2006),
debido fundamentalmente a que la capacidad antioxidante del organismo es rebasada,

y por lo tanto es incapaz de inactivar las EROs (Caroho y Ferreira, 2013).

1.3.1 Antioxidantes enzimaticos

En cuanto a los antioxidantes enzimaticos, la catalasa es un enzima epididimaria que
protege al espermatozoide del dafio oxidativo en el lumen del epididimo; mientras que
la SOD y la GPx son secretadas por las vesiculas seminales y protegen a las células
espermaticas después de la eyaculacion (Zubkova y Robaire, 2004). La localizacion de
la SOD en el acrosoma, post-acrosoma y cola del espermatozoide; de la GPx en el post-
acrosoma y parte apical de la cabeza; y de la glutation reductasa (GRD) en la cola, ha
sido demostrada (Marti et al. 2008).
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De las tres isoenzimas de la SOD (CuZn-SOD, Mn-SOD, y la [EC]-SOD extracelular), la
actividad de la CuzZn-SOD en el plasma seminal es alta, mientras que la de Mn-SOD y
EC-SOD es muy baja (Eghbali et al. 2008). La enzima SOD convierte espontdneamente
O?% en O, y H.0; (este Ultimo actla como sustrato de la catalasa); mientras que la
catalasa convierte H.O, en O2 y H.O (Rahman, 2007) (Figura 1-1).

Figura 1-1. Accion de la enzima SOD y catalasa (Adaptada de Alvarez et al. 1987)
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El plasma seminal contiene una concentracion relativamente alta de glutation reducido
(GSH), el cual es el sustrato de la enzima glutation peroxidasa (GPx) selenio (Se)
dependiente (principal enzima encargada de remover el peréxido de hidrégeno); y de la
enzima glutatién transferasa (encargada de catalizar reacciones covalentes entre el
glutation con sustancias electrofilicas). El glutatiébn actiia como un donador de electrones
y puede reaccionar directamente (a través de su grupo tiol), con perdxido de hidrégeno,
anion superéxido y radicales hidroxilos; y su grupo sulfidrilo, puede reaccionar con
radicales alcoxi e hidroperoxidos (Lenzi et al. 1996). La enzima glutatiébn reductasa
(GRD) regenera GSH del glutatién oxidado (GSSG). La ecuacién de equilibrio que

involucra a ambos compuestos se describe en la figura 1-2.

Figura 1-2. Accion de la enzima GPx y GRD (Adaptada de Calvin et al. 1981)
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Adicional a su accion antioxidante, el glutation participa en el desdoblamiento de la
fructosa por parte del espermatozoide, promoviendo su actividad metabdlica y movilidad
(Juyena y Stelletta, 2014). De Oliveira et al. (2013), suplementaron el diluyente de
congelacion para semen equino con glutatiéon (2.5 mM) y observaron un incremento
post-descongelacion de la viabilidad, la movilidad progresiva y la integridad de la

membrana plasmatica de los espermatozoides.



47

Se ha reportado para el plasma seminal equino, actividades de catalasa de 98.7 £ 29.2
U/mg de proteina; de SOD de 29.15 + 6.64 U/mg proteina; y de GPx de 0.87 + 0.06 uM
de NADPH oxidado/min/mg de proteina (Ball et al. 2000; Baumber y Ball, 2005). En un
estudio realizado con equinos de la raza Criollo Colombiano, se determiné la actividad
de las enzimas antioxidantes GPx y SOD en sangre y plasma seminal, sin encontrase
una correlacion entre la actividad de las enzimas estudiadas en el plasma seminal con
la actividad sanguinea, sugiriendo que ambos sistemas son sistemas antioxidantes
independientes. Sin embargo la actividad de la GPx en plasma seminal se correlaciono
significativamente con la concentracion esperméatica. Asi mismo la GPx en sangre se
correlacion6 con el porcentaje de espermatozoides con movimiento individual
progresivo y con el porcentaje de espermatozoides normales (Villa et al. 2011). Por otro
lado, se ha observado una mayor actividad de GRD, GPx, SOD y catalasa en semen de
baja calidad durante la temporada no reproductiva, posiblemente debido a que la
defensa antioxidante del plasma seminal se acentla en condiciones adversas, para
garantizar la capacidad fertilizante de los espermatozoides (Cardozo et al. 2006).
Adicionalmente, se ha reportado un descenso en la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, GPx y del GSH en el semen descongelado cuando se compara con
el semen fresco de budfalos. Asi mismo se describe una asociacion positiva de estas
enzimas con la movilidad e integridad de membrana espermatica; y negativa con la
peroxidacion lipidica y la produccion de EROs (Kadirve et al. 2014). Vasconcelos et al.
(2013) reportaron que la concentracion y la actividad de la GPx en el plasma seminal
fueron mayores en caballos de alta fertilidad que en los de baja fertilidad; mientras que

para la catalasa fueron menores.

La actividad antioxidante enzimatica en el semen equino es incrementada con la adicion
de un diluyente, posiblemente por sus cofactores y sustancias adicionales (Kankofer et
al. 2005). Se ha descrito que la catalasa previene el descenso en la movilidad después
del estrés oxidativo (Baumber et al. 2000). Un efecto protector de la catalasa y el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) sobre la fragmentacion del ADN, ha sido observado
en espermatozoides humanos (Chi et al. 2008). Para los espermatozoides equinos el
dafio en el ADN puede ser bloqueado igualmente por la presencia de catalasa y de
glutation reducido (GSH), pero no por la presencia de SOD. Esto reitera que el peréxido
de hidrégeno es la principal ERO responsable del dafio en el ADN de estas células
(Baumber et al. 2003).
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1.3.2 Antioxidantes no enzimaticos

Algunas moléculas de origen no enzimético presentes en el plasma seminal, como
vitamina E, vitamina C, vitamina A, cofactores enzimaticos, uratos, albumina, taurina,
hipotaurina, piruvato y lactato, pueden actuar como antioxidantes (Ball et al. 2000;
Baumber et al. 2000; Carocho y Ferreira, 2013).

Un sistema celular importante de proteccion contra el dafio oxidativo en el semen es el
a-tocoferol (vitamina E). Este antioxidante es una molécula pequefa cuya funcion
consiste en romper la cadena de produccion de EROs, mas que eliminarlos, lo cual
conlleva a la neutralizacién de los radicales lipidicos, ofreciendo proteccion de los
componentes de la membrana sin influir en la generacion de EROs. La capacidad del a-
tocoferol para mantener una tasa estacionaria o equilibrada de reduccién del radical
peroxilo en la membrana plasmatica, depende del reciclaje de a-tocoferol por agentes
reductores externos tales como ascorbato o tioles (Vasconcelos et al. 2013). Debido a
que este antioxidante no es sintetizado por las células mamiferas, una vez que el
tocoferol de la membrana ha sido consumido durante periodos de estrés oxidativo, los
lipidos de la célula quedan sujetos al proceso de peroxidacion, lo cual puede conducir a
dafos citotoxicos (Zhang et al. 2001).

La actividad antioxidante de los tocoferoles esta basada en el sistema redox tocoferol-
tocoferilquinona. Son secuestradores de radicales libres y de radicales peroxidos. Se ha
sugerido que la larga cadena de titilo permite al tocoferol repartirse entre las membranas
lipofilas de células y organulos, donde ejercerian su actividad antioxidante, evitando el
dafo oxidativo (Maestro y Borja, 1993). Al donar su hidrogeno fendlico de los radicales
peroxilo, forma radicales tocoferoxilo que, a pesar de ser también radicales, no son
reactivos y son incapaces de continuar la reaccion oxidativa en cadena (Carocho y
Ferreira, 2013). Existe una variedad de isoformas naturales de los tocoferoles. Los
ésteres de tocoferol (principalmente acetato o succinato) presentan una gran estabilidad
y solubilidad en el agua, cuando se les compara con el tocoferol solo. Particularmente
el succinato de DL-a-tocoferol, tiene la habilidad de acumularse dentro de la mitocondria
y liberar gradualmente tocoferol a la membrana interna mitocondrial (Fariss et al. 2001).
Debido a que la mitocondria es una de las principales fuentes de EROs, la accion de
este compuesto puede ser de gran importancia para la reduccion del estrés oxidativo.
Algunos resultados por ejemplo, han demostrado que el DL-a-tocopherol-succinato es
efectivo en la prevencion de la peroxidacion lipidica de espermatozoides equinos

durante periodos cortos de incubacién (Almeida y Ball, 2005).
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Se cree que la vitamina E es el principal componente de la defensa antioxidante del
espermatozoide y es considerado como uno de los mayores protectores del dafio de la
peroxidacion lipidica a la membrana plasmética (Contri et al. 2011), al eliminar radicales
peroxilo (ROOQOe), alcoxi (ROe¢) y otros radicales derivados de lipidos (Silva, 2006).
Investigaciones en la especie equina, bovina y canina, han reportado un efecto benéfico
de la suplementacién de a-tocoferol en la integridad y estabilidad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides (Aguero et al. 1995; O’Flaherty et al. 1997; Hatamoto
et al. 2006; Vasconcelos et al. 2013), asi mismo se ha descrito que la administracion de
vitamina E mejora la vitalidad, la integridad de membrana y disminuye la pérdida de
movilidad espermatica después de 48 horas de refrigeracion del semen (Bansal y
Bilaspuri, 2011); otros estudios no han arrojado resultados consistentes que demuestren
el efecto de la Vitamina E en el mejoramiento de la fertilidad seminal (Yousefian et al.
2014). Lo anterior puede deberse a que se ha descrito un efecto pro-oxidante del a-
tocoferol en altas concentraciones, debido a su mecanismo antioxidante. Cuando éste
reacciona con un radical libre, se convierte en un radical en si mismo; al no haber
suficiente acido ascérbico para su regeneracion, podria permanecer en un estado
altamente reactivo y promover la auto-oxidacién del acido linoleico (Carocho y Ferreira,
2013).

El 4cido ascorbico (vitamina C) es también un eliminador de EROs de origen natural, y
como tal, su presencia ayuda en los procesos de disminucion de numerosos radicales
libres perjudiciales, incluyendo la peroxidacion lipidica (Vasconcelos et al. 2013); siendo
eficaz para eliminar los radicales superoéxido, hidroxilo, el perdxido de hidrégeno vy el
oxigeno singlete (Barros et al. 2011). Entre sus propiedades quimicas sobresale su
fuerte poder reductor, es decir, la facilidad con que se oxida reversiblemente a acido
dehidroascorbico (Maestro y Borja, 1993). Song et al. (2006) reportaron que pacientes
con bajos niveles de acido ascorbico en el plasma seminal, tuvieron un incremento en
el dafio del ADN espermaético. Sin embargo, se ha reportado que el nivel de acido
ascorbico en el plasma seminal es menor en equinos de alta fertilidad y que esta
asociado con mejores parametros de calidad del semen post-desconglacién (Waheed
et al. 2013; Usuga et al. 2016). Adicionalmente, se ha observado que la suplementacién
con acido ascorbico en el diluyente de congelacion no tiene un efecto positivo en la
calidad post-descongelacion del semen equino (Vasconcelos et al. 2013), ni en el
mantenimiento de la movilidad del semen refrigerado durante 96 horas (Aurich et al.
1997; Ball et al. 2001a). En la especie canina, Michael et al. (2008) reportaron que la
suplementacién con vitamina C no mostrd una influencia positiva sobre la calidad del

semen preservado a 4 °C, ni sobre la inhibicion en la produccion de ERO; por el
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contrario, afectd la movilidad espermatica. Por otro lado, una concentracién de 2.5 mM
de vitamina C tuvo un efecto perjudicial en el movilidad post-descongeacion del semen
bovino (Foote et al. 2002), mientras que una concentracién de 5 mM tuvo un efecto
protector en la peroxidacion lipidica del semen de toros de alta congelabilidad (Beconi
et al. 1993). Estos resultados pocos consistentes, pueden deberse a que la vitamina C
puede actuar como un pro-oxidante. En presencia de metales de transicion, la vitamina
C genera que algunos radicales se tornen mas reactivos y destructivos, produciendo por
consiguiente, mas radicales libres (Vasconcelos et al. 2013). Esto pasa cuando se
combina con hierro y cobre, reduciendo Fe** a Fe?* o Cu®* a Cu?*, que a su vez reduce
el peréxido de hidrégeno a radicales hidroxilo (Carocho y Ferreira, 2013).
Adicionalmente, tiene la habilidad de promover la liberacién de dichos metales de
transicion desde las proteinas, exacerbando este efecto (Michael et al. 2008). El 4cido
ascorbico por si solo no puede eliminar los radicales lipofilicos en el compartimento
lipidico de los espermatozoides, pero puede reaccionar sinérgicamente con el a-
tocoferol para reducir los radicales lipidicos por reaccién con los radicales tocoferoxilo y

regenerar el a-tocoferol activo (Linster y Van-Schaftingen, 2007).

La vitamina A o retinol, es un carotenoide que resulta del desdoblamiento del B-caroteno
en el higado. Lo que le confiere su actividad antioxidante es la habilidad de reaccionar
con radicales peroxilo antes de que éstos propaguen la peroxidacion lipidica (Carocho
y Ferreira, 2013). El oxigeno singlete es atrapado muy fuertemente por el B-caroteno
(Maestro y Borja, 1993). Sin embargo, también se ha propuesto que los carotenoides
pueden tener efectos prooxidantes especialmente a través de la autoxidacién en
presencia de altas concentraciones de radicales hidroxilo formadores de oxigeno
(Carocho y Ferreira, 2013).

Entre los antioxidantes no enzimaticos, la coenzima Q10, es un compuesto que esta
presente en todas las células y membranas y que desempefia un papel importante en
la cadena respiratoria y en el metabolismo celular. La coenzima Q10 actla previniendo
la formacion de radicales de peroxilo y se ha reportado que puede neutralizar estos
radicales incluso después de su formacion (Turunen et al. 2004). La coenzima Q10 ha
sido identificada como un compuesto organico lipofilico natural que previene el estrés
oxidativo en los espermatozoides; esta presente en las mitocondrias de los
espermatozoides y en el plasma seminal y su adicion al semen ha dado buenos
resultados en la prevencion de la infertilidad masculina (Balercia et al. 2004). Se produce
en tres estados redox: ubiquinona, ubisemiquinona y ubiquinol, que le permiten actuar

tanto como antioxidante como pro-oxidante. Como antioxidante, interfiere con el inicio y
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la propagacién de la peroxidacion lipidica, e indirectamente mediante la regeneracion
de la forma antioxidante de la vitamina E (Bentinger et al. 2007). Sin embargo, los
resultados para el semen equino son poco consistentes, ya que se han realizado
estudios en los que se suplementa el semen con coenzima Q10 y vitamina E durante
los procesos de refrigeracién y congelacion, sin obtener resultados positivos (Rossi et
al. 2016); mientras que otras investigaciones reportan un aumento de la movilidad
espermatica y disminucién de la peroxidacion lipidica cuando se adicionan durante la
refrigeracion del semen a 48 horas y 72 horas (Yousefian et al. 2014; Nogueira et al.
2015).

El acido urico es un componente fisioldgico del plasma seminal, no sélo en humanos,
sino también en especies como la bovina, ovina y porcina, en las que el metabolismo de
las purinas en el organismo no culmina normalmente en 4cido Urico (Buonaguidi et al.
1991). Se conoce que previene la sobreproduccion de oxidantes oxo-hemo que resultan
de la reaccion de la hemoglobina con peréxidos. Por otra parte, también previene la lisis
de eritrocitos por peroxidacién y es un potente eliminador del oxigeno singlete y
radicales hidroxilo (Carocho y Ferreira, 2013). En equinos, se ha reportado que la
concentracion de &cido urico en el plasma seminal es mayor en caballos de alta

fertilidad, cuando se compara con los de baja fertilidad (Waheed et al. 2013).

En cuanto a algunos minerales traza, iones como el zinc (Zn), el selenio (Se), el cobre
(Cu), y el manganeso (Mn), a pesar de no interactuar directamente con los radicales
libres, son indispensables para el funcionamiento correcto de la mayoria de enzimas
antioxidantes (Tabassum et al. 2010). El zinc es ademas un inhibidor de la NADPH
oxidasa, la cual cataliza la produccion del oxigeno singlete a partir del oxigeno, usando
la NADPH como donador de electrones; e induce la produccion de metalotioneina que
es un eliminador del radical hidroxilo (Prasad et al. 2004). El zinc esta presente en altas
concentraciones en el plasma seminal, influye en la fluidez de los lipidos y por
consiguiente, en la estabilidad de las membranas biolégicas (Zhao et al. 2016); afecta
la estabilidad de la cromatina espermatica (Bjorndahl y Kvist, 2010), participa en la
regulacién de procesos como la capacitacion y la reaccion acrosémica (Michailov et al.
2014) y esté presente en concentraciones mas altas en el plasma seminal de hombres
sanos, comparados a hombres infértiles (Zhao et al. 2016). Por otro lado, el manganeso
(Mn) mejora la movilidad y viabilidad espermatica, la capacitacion y la reaccion
acrosomica al disminuir el estrés oxidativo (Bansal y Bilaspuri, 2008). La adicion

extracelular de Mn?*, aumenta el nivel de AMPc mediante la estimulacion de ATPasas
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de Ca?" y Mg?', que permite la apertura de canales de calcio, promoviendo la reaccién

acrosOmica (Kim y Parthasarathy, 1998).

Aminoacidos como la cisteina, que contiene un grupo tiol, es precursor del glutatién
intracelular; se ha demostrado que penetra la membrana celular facilmente y promueve
la biosintesis de GSH, protegiendo a los lipidos y proteinas de la membrana, debido a
la inactivacion indirecta de radicales libres (Bansal y Bilaspuri, 2011). La cisteina tiene
un efecto crioprotector sobre la integridad funcional del axonema y de la mitocodria del
espermatozoide, promoviendo la movilidad espermatica post-descongelacion. Ademas
de mantener la movilidad, tioles como el glutation y la cisteina, mejoran la viabilidad y la
integridad de la membrana espermatica de espermatozoides sometidos a
criopreservacion (Uysal y Bucak, 2007). Otros aminoacidos como la taurina, presenta
propiedades antioxidantes al elevar el nivel de catalasa, la cual est4 estrechamente
relacionada con la concentracion de SOD en espermatozoides bovinos, ovinos y de
conejos (Reddy et al. 2010)

1.3.3 Capacidad antioxidante total (CAT) del plasma

seminal

El poder antioxidante de los fluidos biolégicos puede ser evaluado ya sea por
cuantificacion de antioxidantes individuales o por la evaluacién de su acciéon acumulativa
y efecto sinérgico. El concepto posterior se conoce como la capacidad antioxidante total
(CAT) (Mehrotra et al. 2013). El plasma seminal contiene una gran variedad de
componentes quimicos con propiedades antioxidantes, de origen enzimatico y no
enzimatico, que juntos determinan su CAT (Barranco et al. 2015), la cual puede dar
informacién biolégicamente mas relevante, que la obtenida a partir de la medicién de

concentraciones de antioxidantes individuales (Ghiselli et al. 2000).

La medicién de la CAT se ha convertido en una herramienta confiable, precisa y sencilla
como método diagndéstico en la evaluacién y seguimiento de la fertilidad en humanos
(Mahfouz et al. 2009), ya que la medicion de los antioxidantes individuales es mas
costosa y dispendiosa, debido a la diferente naturaleza y niveles de los diversos
compuestos antioxidantes (Lahnsteiner et al. 2010). Numerosas investigaciones en el
plasma seminal humano, han demostrado que la CAT es menor en pacientes infértiles
y con pardmetros de calidad seminal anormales o inferiores (Pahune et al. 2013; Eroglu

et al. 2014; Khosravi et al. 2014; Fazeli y Salimi, 2016). En general, estos estudios
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indican que muestras seminales con baja CAT generan excesivas cantidades de EROs,
permitiendo la peroxidacion lipidica y por tanto la disminucion de la calidad y la
funcionalidad de los espermatozoides (Barranco et al. 2015)

Entre los métodos mas utilizados para la evaluacién de la CAT en plantas, alimentos y
fluidos corporales, estan los ensayos FRAP (poder reductor férrico), ORAC (capacidad
atrapadora de radicales oxigeno) y ABTS (decoloracién del radical catiénico ABTS™)
(Fingerova et al. 2007), los cuales permiten la evaluacién de la accién antioxidante
mediante diferentes mecanismos (Prior et al. 2005). Wnuk et al. (2010), encontraron
mediante la metodologia ABTS, una correlacion negativa entre la CAT del plasma
seminal equino y el dafo del ADN de los espermatozoides. Por otro lado, Restrepo et
al. (2015) reportaron valores promedios de CAT para el plasma seminal equino de
4049.4 pmol Trolox/L, 347.8 umol Trolox equivalente/L y 23,9 mg de acido ascérbico
equivalente/L, mediante el ensayo ORAC, ABTS y FRAP respectivamente. En este
estudio se encontré un efecto significativo de los niveles de ORAC sobre la movilidad y
la morfologia espermatica.

El nivel de CAT del plasma seminal es mas alto que el del plasma sanguineo (Fingerova
et al. 2007) y se ha determinado que tiene una gran variabilidad entre animales de una
misma especie (Gurler et al. 2015) e incluso entre eyaculados de un mismo animal
(Barranco et al. 2015). En la especie porcina, se ha encontrado variacion de valores de
CAT del plasma seminal en las diferentes fracciones de un mismo eyaculado, y se ha
correlacionado con la congelabilidad del semen. Se demostr6 que muestras seminales
con una CAT alta, experimentan un menor estrés oxidativo durante la criopreservacion,
resultado en una mayor viabilidad, movilidad e integridad de la membrana espermaética
post-descongelacion (Barranco et al. 2015). Sin embargo, se ha sugerido que el efecto
protector de la CAT del plasma seminal, no sucede durante el proceso de congelacion
en si, ya que el plasma seminal es retirado previamente (Alkmin et al. 2014); sino, en el
tiempo que transcurre entre la eyaculacibn y la congelacion, cuando los

espermatozoides permanecen suspendidos en el plasma seminal (Barranco et al. 2015).

En la especie bovina, se han realizado mediciones de la CAT del plasma seminal y se
ha correlacionado positivamente con la actividad de la enzima SOD, pero no de la GPx
(Calisici et al. 2008); por el contrario Gurler et al. (2015), no encontraron relacion entre
los niveles de CAT con la concentracion de SOD y GPx, pero si fueron correlacionados
negativamente con la peroxidacion lipidica. En ovinos, se ha evaluado el efecto de la
suplementacién de algunos antioxidantes sobre la CAT y la calidad post-descongelacion
del semen (Yildiz et al. 2015).
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1.4 Marcadores moleculares asociados a la
fertilidad del macho equino

Actualmente, se conocen mas de 200 genes que estan implicados en la produccion de
células espermaticas fértiles. Las investigaciones realizadas sobre el genoma de los
mamiferos han sido de gran ayuda para el estudio de estos genes en diferentes
especies. Ademas se ha logrado un gran avance en el estudio de las mutaciones
genéticas que conducen a la infertilidad en el macho. Segun estudios realizados en
humanos y ratones, se cree que muchos de los genes implicados en la determinacién
del sexo, el desarrollo testicular, la espermatogénesis y otros procesos reproductivos en
equinos, se encuentran en el cromosoma Y de esta especie (Cederroth et al. 2007,
Wilhelm et al. 2007). Actualmente se dispone de un mapa fisico detallado de esta
estructura, el cual representa el mapa del cromosoma Y mas completo dentro de todas
las especies de mamiferos, después de la especie humana y murina (Raudsepp et al.
2004, 2007).

Para ser considerados como marcadores genéticos, los genes candidatos, pueden ser
identificados a través de su participacion en procesos claves dentro de la reproduccion
de los equinos y otras especies. Los genes candidatos pueden ser analizados mediante
el empleo de andlisis de asociacion y correlacién de marcadores genéticos. Tanto los
SNPs como los microsatélites, son marcadores adecuados para obtener una
aproximacion de dichos genes (Giesecke et al. 2010c). Algunas estimaciones de
heredabilidad para la fertilidad en machos equinos, oscilan entre 0.004 y 0.15 (Hamann
et al. 2007)

Giesecke et al. (2010c) compararon la similitud de los ARNm de 37 genes candidatos
publicados, entre la secuencia genémica del equino, el humano y el ratén. Los
resultados de similitud encontrados fueron en promedio de 78,7% entre los humanos y
el caballo y de un 71,6% entre el caballo y el ARNm del ratén. Debido a que los
resultados muestran una alta homologia para la mayoria de genes candidatos elegidos,
los resultados de estudios realizados en humanos y murinos pueden ser usados como
referencia para analisis genéticos en equinos, incluyendo potenciales genes candidatos

para fertilidad equina.

Zaabal y Ahmed (2010), investigaron cinco locus de proteinas séricas en caballos
arabes, los cuales fueron usados como marcadores genéticos, incluyendo la albumina,

la transferina, la estrasa, la fosfatasa alcalina y la proteina de unién a la vitamina D,
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encontrando asociacion significativa entre la fertilidad y genes como la estreasa,
compuesta por dos alelos autosomicos, G Y H, siendo el alelo G predominante en
caballos fértiles y el alelo H en caballos infértiles.

1.4.1 Marcadores genéticos asociados a hormonas
reproductivas

Los genes que codifican para las hormonas implicadas en la regulacién del desarrollo
testicular, la madurez y la actividad sexual, son genes candidatos para la asociacion de
la fertilidad en equinos. La funcion testicular depende del eje hipotalamico-hipofisiario-
testicular, lo que implica a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la hormona
foliculo estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH), la testosterona, los estrogenos

y las inhibinas (Giesecke et al. 2010c).

El receptor de andrégenos (RA) es un factor de transcripcion ligando-dependiente que
pertenece a la familia de receptores esteroidales clase 1 (Callewaert et al. 2003). En los
equinos, el RA se localiza en el epididimo y las células prostaticas, que estan reguladas
directamente por los andrégenos (Hejmej et al. 2006). Parlevliet et al. (2006) detectaron
RA en las principales células del epididimo de caballos de diferentes edades y
concluyeron que el RA y los principales androgenos son necesarios para el desarrollo y
funcion epididimaria. En humanos, la longitud de la repeticién de las bases CAG en el
exon 1 del gen RA se ha asociado con infertilidad (Shah et al. 2003). Cualquier mutacion
funcional en el gen RA, podria interrumpir la sefializacion de la testosterona y conducir
a la expresion de caracteristicas sexuales secundarias femeninas (Li-hong et al. 2010).
A pesar de que estas mutaciones no inhiben el desarrollo testicular, podria alterarse su

descenso desde la cavidad abdominal (Mishra et al. 2013)

Se ha identificado un aumento de las concentraciones testiculares de estradiol y de
estrégenos conjugados en equinos con el incremento de la edad. En caballos infértiles
se han detectado concentraciones plasmaticas mas bajas de estos compuestos que en
caballos fértiles (Giesecke et al. 2010c). El receptor de estrdgenos ESR2 esta localizado
principalmente en células del epididimo de equinos de cualquier edad, mientras que la
expresion del receptor ESR1 es localizada y dependiente de la edad (Parlevliet et al.
2006). Estudios en humanos, han demostrado varios sitios polimérficos en los dos genes
gue codifican para los receptores ESR1 y ESR2, los cuales tienen una influencia sobre

la concentracion espermatica y la criptorquidia (Krausz y Giachini, 2007).
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El gen que codifica para la relaxina (RLN) y tres genes no-alélicos de relaxina (RLN1,
RLN2 y RLN3) pertenecen a la familia del gen de la insulina (Giesecke et al. 2010c). La
relaxina desempefia un papel importante en el desarrollo del tracto reproductivo, el
crecimiento de la glandula prostatica y la movilidad del espermatozoide (Samuel et al.
2003). La prostata es la principal fuente de relaxina en el plasma seminal (Giesecke et
al. 2010c). En la especie bovina, se ha encontrado una asociacion del gen de relaxina,
con la movilidad espermatica, la capacitacion y la reaccién acrosémica del semen fresco
y criopreservado, considerandose como un gen candidato de fertilidad en toros (Miah et
al. 2011)

La GnRH es liberada por el hipotalamo de forma pulsétil, activando un receptor acoplado
a proteina G (GNRHR), que induce la liberacion de LH y FSH en la hip&fisis anterior. La
FSH es esencial para la espermatogénesis durante la pubertad, mientras que la
espermatogénesis en el animal adulto es promovida principalmente por la testosterona.
La liberacién de testosterona y estrogenos por parte de las células de Leydig en el
testiculo se da gracias a la liberacién de LH. La FSH se une principalmente a las células
de Sertoli y provoca la liberacién de inhibina, activina y de proteina de union a
andrégenos. Estas proteinas testiculares y las hormonas esteroidales influyen en la
liberacion de FSH, GNRH y LH en la hipdfisis anterior a través del proceso de
retroalimentacion negativa (Giesecke et al. 2010c; Mishra et al. 2013). En un estudio
realizado, se observo que en caballos de 1 a 5 afios de edad, los niveles de FSH
declinaron cerca de un afio antes de la maduracion sexual del testiculo, lo cual sugiere
que su funcién en el proceso de maduracion espermatica y mantenimiento de la
espermatogénesis, es minima (Giesecke et al. 2011). El gen que codifica para GNRH
ha sido asociado con un aumento de la movilidad y del volumen espermatico en toros
(Sang et al. 2011; Yang et al. 2011).

La inhibina, la activina y la folistatina (FST) pertenecen a la familia del factor
transformador de crecimiento B (TGFB) y actian como marcadores del proceso de
esperatogénesis (Toulis et al. 2010). La secrecion de FSH es controlada por la inhibina,
junto con los estrégenos y la testosterona (Bhardwaj et al. 2012). La FST producida en
el testiculo inhibe la secreciéon de FSH gracias a su union con la activina (Giesecke et
al. 2010c).En el equino, las concentraciones plasméticas e intratesticulares de inhibina
estan asociadas con la maduracion testicular y la fertilidad. La concentracion
intratesticular de inhibina es un marcador potencial para la deteccion temprana de

problemas de fertilidad en los caballos jévenes (Roser, 2008). Para medir dicha



57

concentracion, es necesario colectar biopsias testiculares de los equinos (Giesecke et
al. 2010b).

De esta manera, algunos genes que pueden ser considerados como potenciales
candidatos para ser asociados con la fertilidad en equinos son aquellos que codifican
para las inhibinas a y B (INHA, INHBA, INHBB), asi como para las activinas a, B, y y
(ACTN, ACTB, ACTG). La inhibina es un heterodimero formado por una subunidad
denominada inhibinaA y una subunidad a, que conducen a la inhibicion de la secrecién
de FSH por parte de la hipdfisis. La subunidad BA, participa ademas en la formacién de
activina A y activina AB, las cuales estimulan la secrecion de FSH. Tanto la inhibina
como la activina son producidas principalmente por las células de Sertolli del testiculo y
ambas participan en la activacion de las células de Leydig para los procesos de
esteroidogénesis y espermatogénesis (Giesecke et al. 2010b). En caballos
Hannoverianos, se ha encontrado una correlacion significativa de SNPs y sus haplotipos
dentro del gen inhibina B A (INHBA) para la fertilidad. Las mutaciones en este gen
generan un factor de transcripcion alterado en varios sitios de union, las cuales estan
asociadas a la regulacién de la expresion de INHBA (Giesecke et al., 2010c). En
bovinos, se ha encontrado una asociaciéon de la inhibina a con la integridad del
acrosoma, y de la inhibina B con el volumen del eyaculado y la movilidad espermatica
(Sang et al. 2011).

En los equinos, la prolactina producida por el gen receptor de prolactina PRLR, es
secretada por la region distal de la adenohipdfisis, en respuesta a la estimulacion sexual
(Thompson et al. 1996).Las concentraciones plasmaticas de prolactina se correlacionan
positivamente con la duracién del dia y son mas altas en caballos durante la época de
monta (Roser, 2008). La prolactina (PRL) ejerce un efecto sobre la liberacion de GnRH
en el hipotdlamo y de gonadotropinas en la hipdfisis, teniendo gran influencia sobre la
liberacion de otras hormonas por parte del testiculo (Henderson et al. 2008). La PRL
participa en la regulacién del proceso de sensibilidad a los andrégenos en los tejidos y
junto con la hormona luteinizante (LH) y la hormona del crecimiento (GH), controla la
sintesis de receptores hormonales luteinizantes en el testiculo, la sintesis de
andrégenos y estimula la espermatogénesis. Ademas es indispensable para el correcto
funcionamiento de las glandulas accesorias y participa en el balance hidro-electrolitico
en muchos mamiferos (Giesecke et al. 2010a). Giesecke et al. (2010a) encontraron una
asociacion significativa para dos polimorfismos (SNP) dentro del gen PRL con la tasa

de concepcidn por estro en equinos de la raza Hannoveriano.
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1.4.2 Marcadores genéticos asociados a la
espermatogénesis.

Durante el proceso de espermatogénesis, las espermétidas derivadas de las
espermatogonias, se desarrollan dentro del testiculo. Este proceso es seguido por la
espermiogénesis, en el cual las espermatidas se convierten en espermatozoides.
Ambos procesos son regulados, en su mayoria, por hormonas endocrinas. Sin embargo,
se cree que la proteina asociada a la espermatogénesis 1 (SPATA1L) estd ampliamente
implicada en este proceso, y aunque su funcién detallada aun se desconoce, es
considerada como un gen candidato para fertilidad en machos murinos. La SPATAL
conduce a una expresion proteica que es estrictamente especifica del testiculo y se cree
gue posee gran influencia en la determinacion de la forma de la cabeza de los
espermatozoides durante el proceso de espermatogénesis (L'Hote et al. 2007).
Diversos analisis de secuenciacion de esta proteina, han revelado la conservacion de
un dominio especifico de cromosomas, que esta intimamente ligado a procesos como
la condensacion cromosémica, la reparacion y recombinacién de ADN (Hirano 2002;
Jessberger 2002). Giesecke et al. (2009) encontraron una asociacion altamente
significativa para el SNP intragénico de SPATALl (BIEC2-968854) con rasgos de
fertilidad en caballos Hannoverianos.

Por otro lado, la proteina de unién 6 a FK506, también conocida como FKBP6, parece
tener una funcién importante en el proceso de espermatogénesis en humanos y
roedores, especificamente en el apareamiento de los cromosomas homoélogos durante
la meiosis; esta proteina se expresa especificamente en el testiculo (Sunnotel et al.
2010). Raudsepp et al. (2012) encontraron una asociacién del gen FKBP6 con equinos
que presentaban alteracion en la raccion acrosémica de los espermatozoides,
sugiriéendose como candidato de subfertilidad y como un gen que interviene en la

homeostasis del calcio, regulando la exocitosis del contenido acrosomal.

1.4.3 Marcadores genéticos asociados a la maduracion
espermaticay al plasma seminal equino

Las proteinas del plasma seminal derivadas del epididimo y de las glandulas sexuales
accesorias participan en la maduracion espermatica post-testicular, en la cual los
espermatozoides adquieren su capacidad para fecundar (capacitacion) (Sostaric et al.
2008). Algunas de estas proteinas se unen a la superficie del espermatozoide y actian

como punto de anclaje a estructuras en el tracto genital femenino. Otras proteinas
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plasméticas son necesarias en la modulacién del sistema inmune de la hembra para
suprimir la respuesta adversa que se genera contra las células espermaticas (Leeb et
al. 2005).

En un estudio realizado con cinco equinos de la raza cuarto de milla y uno de la raza
arabe, se encontré una asociacion positiva (p< 0.05, r>= 0.706) entre la proteina HSP1
(72 kDa, PI: 5.6) y los equinos de alta fertilidad. La estimacion de la fertilidad se realizé
mediante la asignhacién de un puntaje de cubricién de servicios, calculando la tasa de
concepcién alcanzada en cuatro temporadas reproductivas sucesivas. Por el contrario,
las proteinas HSP-2 (75 kDa, PI: 6.0), HSP-3 (18 kDa, PI: 4.3), y HSP-4 (16 kDa, PI:
6.5), se encontraron en mayor cantidad en caballos de baja fertilidad. (Brandon et al.
1999).

Hamann et al. (2007) analizaron la relacién entre los genes CRISP (proteinas secretoras
ricas en cisteina) y la fertilidad en equinos de la raza Hannoveriana. Basados en la
secuencia de 26 exones para los tres genes equinos CRISP dentro de nueve razas
diferentes, se identificaron 105 polimorfismos, entre los cuales se incluyen 30
polimorfismos para CRISP1, 23 nuevos polimorfismos para CRISP2 y 52 polimorfismos
para CRISP3. Adicionalmente fueron caracterizados varios SNP no sinénimos en los
107 caballos Hannoverianos analizados en este estudio (Tabla 1-3).

Tabla 1-3. Polimorfismos para los genes CRISP en equinos de la raza Hanoveriana
(Adaptado de Hamann et al. 2007)

Polimorfismo Aminoécido Frecuencias Frecuencias genotipicas
sustituido alélicas
CRISP1 c.+110A>G Glu37Gly 0.99 (A):0.01 (G) 0.98 (AA):0.02 (AG):0.00 (GG)
CRISP2 c.+659A>G Lys220Glu 0.87 (A):0.13 (G) 0.76 (AA):0.23 (AG):0.01 (GG)
CRISP3 c.+199A>G Lys67Glu 1.00 (A):0.00 (G)  1.00 (AA):0.00 (AG):0.00 (GG)

CRISP3 c.+566C>A Thr189Lys 0.58 (C):0.42 (A)  0.37 (CC):0.42 (AC):0.21 (AA)
CRISP3 c.+622G>A Glu208Lys  0.93 (G):0.07 (A) 0.87 (GG):0.11 (AG):0.02 (AA)
CRISP3 c.+716A>G GIn239Arg 0.54 (A):0.46 (G)  0.36 (AA):0.35 (AG):0.29 (GG)

En esta investigacion, Hamann et al. (2007), encontraron una asociacion significativa
para el SNP CRISP3 AJ459965: c. 622 G> A con la fertilidad en los equinos estudiados.
Dicho SNP conduce a la sustitucion de los aminoacidos glutamina por lisina en la
posicion 208 de la proteina CRISP-3 (E208 K). Tal vez un cambio no conservativo del

acido glutdmico a lisina en esta region de la proteina equina CRISP-3, podria alterar sus
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propiedades de unién proteina-proteina, lo que podria afectar posteriormente la
fertilidad del macho, teniéndose como hipotesis que el polimorfismo dentro del gen
CRISP-3 puede afectar la funcidbn de la proteina en esta especie. Los caballos
heterocigéticos para este polimorfismo ¢.+622GA, tuvieron una fertilidad menor cuando
fueron comparados con los caballos homocigéticos ¢.+622GG. No se encontrd
diferencia estadistica significativa entre los caballos heterocigéticos c.+622GA vy los
homocigoticos ¢.+622AA, probablemente debido al bajo nimero de observaciones de
estos ultimos en el grupo de estudio (n = 2). Una posible explicacién para la baja
frecuencia del alelo c.+622A puede ser el resultado de la seleccién genética realizada

para disminuir el bajo desempefio reproductivo en esta raza.

Resultados similares fueron hallados por Novak et al. (2010), quienes investigaron la
asociacion entre las proteinas espermaticas y del plasma seminal como posibles
marcadores genéticos para la fertilidad en equinos, encontrando que una de las
proteinas del plasma seminal equino que puede ser asociada positivamente con la
fertilidad, es la CRISP-3. Por el contrario, reportaron la existencia de otras proteinas del
plasma seminal como la proteina plasmatica 1 Y 2 (HSP1 y HSP2), la clusterina y la
proteina Kalikreina —1E2, que fueron asociadas negativamente con la fertilidad en esta

especie.

Jobim et al. (2011), realizaron un estudio con equinos de la raza Hannoveriana y
encontraron una diferencia estadistica significativa para el contenido de diferentes
proteinas entre caballos buenos y malos congeladores; observando niveles mas altos
de CRISP-3 (80-85 kDa, PI: 7.54) y HSP-2 (18.2 kDa, PI: 5.0 —5.2) en equinos buenos
congeladores, mientras que en los malos congeladores se encontraron niveles mayores
de lactoferrina (75.4 kDa, P1:6.9-7.4), kalikreina (26.7 kDa, PI: 5.51) y HSP-1 (13.9 kDa,
Pl 3.8-4.2). Estudios previos, han reportado que existe una proteina homaéloga para la
HSP-2 en la especie bovina denominada BSP Al1l/A2, la cual también ha sido

correlacionada con toros cuyo semen es de alta congelabilidad (Jobim et al. 2004).

La proteina equina CRISP-3 fue caracterizada y secuenciada por primera vez por
Magdaleno et al. (1997), sugiriéndose que podia tener un papel importante en la defensa
espermatica y en los procesos de fusion de membranas con el ovocito. Schambony et
al. (1998) sugirié que la CRISP-3 es la principal proteina del plasma seminal equino, la
cual puede encontrarse a concentraciones tan altas como 1 mg/ml en esta especie. Doty
et al. (2011), encontraron que una de las funciones que presenta la proteina CRISP-3,
es su accion moduladora a la unién de los polimorfonucleares, suprimiéndola de manera

dosis dependiente con cantidades mayores a 125 pl/ml (p <0.05). De esta manera ejerce
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una funcion protectora para los espermatozoides contra la fagocitosis durante el
transporte espermético en el oviducto de la hembra. Esto sugiere que cuando las
hembras equinas son cubiertas por medio de la monta natural, podria encontrarse en el
Utero una concentracion adecuada de CRISP-3, presentando un papel importante en los
procesos de transporte y eliminacion espermatica.

Por otro lado, a pesar de que las proteinas HSP-1 y HSP-2 pertenecen a la misma
familia, se cree que la HSP-1 presenta un grado diferente de glicosilacion, influenciando
el grado de anclaje a la heparina e influenciando otras propiedades de la proteina, lo
cual genera las diferencias en su funcién y por tanto, entre equinos buenos y malos
congeladores (Jobim et al. 2011). La lactoferrina por su parte, es una proteina de union
al hierro con una masa molecular de 80 kDa aproximadamente. Su papel fisiolégico en
el plasma seminal sigue sin estar claro, sin embargo se conoce que es secretada por el
epididimo en la especie equina (Fouchecourt et al. 2000). La transferrina que sirve como
una de las principales proteinas de union a hierro en el suero, también esté presente en
el plasma seminal, siendo producida por las células de Sertoli. Ambas proteinas son
homdlogas. Se ha reportado un aumento de la concentracion de lactoferrina en
muestras de semen de pacientes humanos que muestran oligospermia vy
oligoastenospermia, en comparacion con muestras en normospérmicos (Buckett et al.
1997). Adicionalmente, en los seres humanos y en la especie bovina, los niveles
anormales de transferrina en el plasma seminal se han asociado con

disfuncion testicular y reduccién de la fertilidad (Jobim et al. 2011).

La kalikreina, una proteina perteneciente a la familia de las proteasas de serina, fue
descubierta inicialmente en el semen y fue la proteina sérica mas usada como marcador
para el diagndstico y prondstico del cancer de préstata. Esta proteina, ha sido aislada y
purificada del plasma seminal equino, presentando una gran homologia con la
secuencia del antigeno especifico prostatico (PSA) en los seres humanaos (Olsson et al.
2004; Lundwall y Brattsand, 2008)

Otro gen candidato que participa en la maduracién espermatica en los equinos es el gen
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que codifica para una isoenzima
somatica hallada en la sangre y diversos tejidos, incluyendo el epididimo, y una
isoenzima especifica localizada en los testiculos que interviene en el desarrollo de
espermatidas y de espermatozoides maduros. Diversos estudios, han reportado que la
actividad de la ECA en la membrana plasmética de los espermatozoides equinos es

significativamente mayor que en el plasma seminal y que existe una actividad
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significativamente mayor en el testiculo pospuberal en esta especie en comparacion con

el testiculo prepuberal (Ball et al. 2003; Giesecke et al. 2010c).

La osteopontina es una glicoproteina acida del plasma seminal que se liga a los
espermatozoides después de la eyaculacion (Souza et al. 2008). En equinos se ha
reportado una concentraciébn mayor de esta proteina en el plasma seminal de caballos
de alta fertilidad, comparada con los de baja fertilidad (Brandon et al. 1999; Waheed et
al. 2013); resultados similares se han encontrado para la especie bovina (Cancel et al.
1997; Moura et al. 2006). Diversos mecanismos se han descrito para la relacion de esta
proteina con la fertilidad: ligarse a receptores de integrina localizados en la superficie
del epitelio celular, pudiendo presentar una funcion protectora en infecciones
bacterianas (Cancel et al. 1999); participar en la ligacién a las integrinas del ovocito
durante el proceso de fertilizacion; inducir la capacitacion del espermatozoide, aumentar
su viabilidad mediante el bloqueo de vias apoptéticas y prevenir la poliespermia (Erikson
et al. 2007); asi como aumentar la capacidad de penetracion del espermatozoide al
ovocito (Moura et al. 2007)

1.4.4 Marcadores genéticos asociados al proceso de
fertilizacion

La zonadhesina (ZAN) es una proteina de la membrana del espermatozoide que se une
a la zona pellcida del ovocito en varias especies mamiferas (Tardif et al. 2010). En los
equinos, la ZAN esta localizada en el area donde se formara el futuro contenido
acrosomal en las espermatidas redondas y en el espacio luminal de las espermatides
alargadas y de los espermatozoides. Se han encontrado diferencias en este polipéptido
de entre sementales fértiles y subfértiles, pudiéndose considerar como un marcador de
fertilidad (Bailey et al. 2006).

La proteina de superficie espermatica {3 fertilina (ADAM2), perteneciente a la familia de
genes ADAM, interviene en el proceso de adhesién de los espermatozoides a la
membrana del ovocito, pudiéndose considerar como un importante gen candidato de
fertilidad (Primakoff y Myles, 2000). La fertilizacion del ovocito se caracteriza por un
incremento en la concentracion intracelular de Calcio, la cual genera la activacién
celular. En estudios realizados se demuestra la existencia de un factor espermatico que
induce este incremento oscilatorio de Ca?* en el ovocito, estos hallazgos soportan la

hipotesis de que después de la fusion de los gametos, los espermatozoides introducen
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dicho factor espermaético a la célula femenina, para iniciar las oscilaciones de Ca?'y el
desarrollo embrionario (Gradil et al. 2006; Swann y Lai, 2013). Estudios sugieren que el
componente activo de este factor espermatico es la fosfolipasa C{ especifica en el
espermatozoide (PLCz), la cual es la responsable del desarrollo del ovocito en varios
mamiferos (Swann et al. 2006). Ademas se cree que inicia el aumento de la produccion
de inositol trifosfato en los ovocitos, causando oscilaciones intracelulares de Ca?".
Investigaciones demuestran que la concentracion de PLCz se ve reducida en caballos
infértiles, lo que sugiere que la expresion de este gen podria utilizarse como indicador
para la infertilidad (Gradil et al. 2006). Adicionalmente la variacion genética en la region
promotora del gen PLCz, ha sido asociada con caracteristicas de calidad seminal en
bovinos (Pan et al. 2013). Schrimpf et al. (2014) reportaron 47 polimorfismos dentro del
gen PLCz en caballos de la raza Hanoveriana; tres de estos SNPs fueron asociados con
la tasa de prefiez por ciclo estral, sugiriendo este gen como un marcador de fertilidad en

la especie equina.

Por otro lado, se cree que la proteina espermética autoantogénica (SP17) participa en
la unién del espermatozoide con la zona pelicida del ovocito en el equino. Estudios
recientes han demostrado que la SP17 no es especifica del testiculo como se creia
anteriormente y que es una proteina compuesta por tres dominios funcionales,
responsables de la unién de la heparina y la calmodulina y que juega un papel

importante en la migracion, la adhesion celular y la fertilizacion (Giesecke et al. 2011).
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3 protein and some of its
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Este capitulo corresponde al objetivo especifico: “Determinar las variantes
genotipicas para algunos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) dentro del
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Articulo presentado en el formato de la revista Animal Genetics, a la que fue sometido.
Abstract

Contribution of seminal plasma proteins to freezability has been reported in males of
several species, suggesting these proteins as genetic markers. The aim of this study
was to evaluate single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the CRISP-3 gene, as
well as this protein in the seminal plasma, and their relation with post-thawing semen

quality in stallions. DNA was obtained from 100 stallions, interest regions were PCR
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amplified and directly sequenced. SNPs within the equine CRISP-3 gene evaluated,
were CRISP3c.+199A>G (SNP1), CRISP3c.+566C>A (SNP2), CRISP3c.+622G>A
(SNP3) and CRISP3c.+716A>G (SNP4). CRISP-3 protein content in seminal plasma
was determined by ELISA. Semen from 30 stallion was cryopreserved and post-thaw
total motility (TM), progressive motility (PM), straight line velocity (VSL), curvilinear
velocity (VCL), average path velocity (VAP), amplitude of lateral head displacement
(ALH), beat cross frequency (BCF), abnormal morphology (AM), sperm vitality (SV), and
membrane integrity (MI) were evaluated. Generalized linear models were fitted for
seminal quality parameters. Means between genotypes, haplotypes and CRISP-3 levels,
were compared using the Tukey's test. Correlation and regression analysis were
performed. For SNP1 and SNP3, AA genotype had highest results for TM, PM and Ml;
for SNP2, the best results for TM, PM and AM were obtained by CC genotype. For SNP4,
GG genotype had the lowest results for all parameters, except for Ml. A high level of
CRISP-3 protein in seminal plasma, had the best results for TM, PM, VSL, BCF, SV and
AM. In conclusion, there was a relation between CRISP-3 genotype and seminal plasma

protein and post-thawing semen quality in stallions.

Keywords: CRISP-3, semen, cryotolerance, stallion

2.1 Introduction

Frequently, selection of stallions used for breeding is based on genetics, desired
performance and conformational characteristics (Novak et al. 2010), whereas
gquantitative reproduction performance traits have not been used as selection criteria in
this species (Hamann et al. 2007). Genetic markers associated with the reproductive
performance or semen quality traits could be used in the selection of breeding stallions,
being a promising goal (Novak et al. 2010). In recent years, research efforts have
focused on identifying reliable markers of stallion fertility at either the genomic or
proteomic level (Giesecke et al. 2011; Jobim et al. 2011; Schrimpf et al. 2014). Increasing
evidence indicates important roles of a family of cysteine rich secretory proteins
(CRISPs), expressed in the male genital tract and secreted into the seminal plasma,
where they may bind to the surface of spermatozoa (Udby et al. 2005; Hamann et al.
2007). They probably contribute to the process of sperm maturation, which is necessary
for the immobile testicular sperm to gain their motility and fertilizing capacity (Dacheux

et al. 2005). In contrast to all other investigated mammals, stallions produce huge
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amounts of CRISP-3 in their genital tract and represents a major fraction of equine
seminal plasma protein, being secreted primarily from the ampulla, vas deferens and
seminal vesicles (Schambony et al. 1998). This unique species-specific expression
profile suggests that CRISP3 has a special role in equine reproduction (Hamann et al.
2007). Different polymorphisms have been identified within the CRISP-3 gene, in
Hanoverian stallions; and was found that stallions heterozygous for the CRISP3 c.
+622G>A single nucleotide polymorphism (SNP), had lower fertility than homozygous
stallions, presenting a pregnancy rate per cycle 7% lower (Hamann et al. 2007). Also,
proteomic studies have shown a positive association of the CRISP-3 protein with first
cycle conception rate (Novak et al. 2010) and with stallions with high semen freezability
(Jobim et al. 2011). The aim of this study was to evaluate some single nucleotide
polymorphisms (SNPs) within the CRISP-3 gene, as well as the presence of this protein

in the seminal plasma, and their relation with post-thawing semen quality in stallions.

2.2 Materials and Methods

2.2.1 Samples collection

DNA used in this study was obtained from blood samples of 100 Colombian Creole
horses (Equus caballus), located in Antioquia, Colombia. For their collection, a puncture
was made in the jugular vein under correct asepsis conditions, and a tube with
anticoagulant (EDTA) was used. Samples were transported at a temperature of 4 °C.
From these animals, 30 stallions were randomly selected to obtain two ejaculates (sperm
fraction) per animal, for a total of 60 ejaculates. The age of the animals ranged from 5 to
8 years. Semen samples were collected from them at least once a week, and their fertility
was confirmed by their living offspring. The body condition score of the horses ranged
from 6 to 7 (scale ranges from 1 to 9). For semen collection, a Missouri model (Minitube,
Tiefenbach, Germany) 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. Spermatozoa concentration
was assessed from a drop of fresh semen using a photometer (Spermacue®, Minitube,
Tiefenbach, Germany) and sperm motility using a phase contrast microscope Eclipse

E200 (Nikon Inc.), obtaining the average of five observation fields (400X). Semen was
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diluted 1:1 with EquiPlus® (Minitube) and was transported at 5°C in an Equitainer®
(Minitube).

2.2.2 SNPs evaluation

Genomic DNA was extracted from blood using the DNeasy Blood & Tissue Kit- 250
(Qiagen). SNPs within the equine CRISP-3 gene, included in this study, were
CRISP3c.+199A>G (SNP1), CRISP3c.+566C>A (SNP2), CRISP3c.+622G>A (SNP3)
and CRISP3c.+716A>G (SNP4), previously reported by Hamann et al. (2007). To identify
the SNPs variation, interest regions were PCR amplified and directly sequenced. Primers
were designed using publicly available equine genomic sequences (AJ459965; Giese et
al. 2002). Primer sequences and PCR conditions are given in Table S1 (Appendix 1).
PCR products were verified by electrophoresis (2% agarose gel). DNA sequences were
analyzed for polymorphisms with Sequencher 4.10.1 Software (Gene Codes
Corporation). For the allele and genotype frequencies determination, the proportion of
each form for each polymorphism within the CRISP-3 gene was estimated, respect to
the total number of copies of the animals included in the study. Homozygous and
heterozygous animals were identified, and the frequency of each allele was calculated
(Hartl, 2000). Haplotypes were derived from the different combinations of the genotypic
frequencies obtained for the SNPs.

2.2.3 CRISP-3 protein assessment

CRISP-3 content was determined by ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), by
Horse CRISP-3 ELISA Kit (MBS905052). For this, 1 mg of lyophilized seminal plasma
were diluted with 200 pL of ultrapure water to prepare a stock solutions of samples.
Results were determined with a Multiskan GO ™ (Thermo Scientific ™) microplate
reader and analyzed with Curve Expert 1.4 Software (Copyright © 2013 Daniel G.
Hyams)



101

2.2.4 Semen cryopreservation

Semen cryopreservation was performed using a rapid freezing protocol. Diluted semen
was centrifuged during 15 minutes at 280 x g, and the supernatant was discarded. The
precipitate was extended for a final concentration of 100 x 10° sperm per mL, in
EquiPlus® supplemented with 5% of egg yolk, 5% dimethylformamide (Sigma--Aldrich,
St. Louis, USA) and 2 mg/mL of lyophilized seminal plasma. Subsequently, semen was
maintained in refrigeration at 5 °C during 30 minutes and then packed in straws of 0.5
ml (V2 Dual MRS1, IMV Technologies). A controlled curve (Crysalys Cryocontroller PTC-
9500) at cooling rate of -8°C/min between 5°C and -6 °C was performed. Then at cooling
rate of -0.6 °C/min for 43.3 min between -6°C and -32 °C was performed. Straws were
stored in a liquid nitrogen tank at -196 °C.

2.2.5 Semen quality evaluation

Post-thaw sperm quality was evaluated by the methods described below. Seminal
motility was assessed using a 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, and the
parameters analyzed were: total motility (TM), progressive motility (PM), straight line
velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), amplitude of
lateral head displacement (ALH) and beat cross frequency (BCF). 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, St. Louis, USA) were placed on
a microscope slide, mixed, smeared and placed on a warming plate at 37 °C.
Subsequently, 200 spermatozoa were assessed individually in an Eclipse E200 (Nikon
Inc., Tokyo, Japan) phase contrast microscope. Functional integrity of the cell membrane
(MI) of the spermatozoa was assessed using the hypo-osmotic swelling test (HOS) (Neild
et al. 1999). To achieve this, 100 pL of semen were added to a tube with 500 uL of a
hypo-osmotic sucrose solution 5.4% (100 mOs mol/L). This mixture was incubated at
38.5°C for 30 minutes. Then the reaction of 200 spermatozoa was assessed in at least
5 fields of observation using an Eclipse E200 (Nikon Inc., Tokyo, Japan) phase contrast
microscope. Sperm vitality (SV) was determined by the method described by Gamboa
et al. (2010) with the Live/Dead kit (Molecular Probes Inc). To achieve this, 200 uL of

semen were suspended in Hanks Heppes solution with 1% bovine serum albumin for a
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concentration of approximately 20 x 108 sperm/mL. Then, the mixture was incubated at
37 °C for 8 minutes, with 6 mM SYBR14. Subsequently, it was incubated in the same
manner, with 0.48 mM propidium iodide. Then, from a sample of 5 uL, 200 sperm count
was performed using a UV-2A filter of a fluorescence microscope with HBO-E200 (Nikon
Inc.).

2.2.6 Statistical analysis

A generalized linear model (GLM) was fitted for each seminal quality parameter
(dependent variable). The quatrtile distribution of the results for CRISP-3 was calculated,
from which three levels (low, medium and high) were established. The means between
genotypes for each SNP, between haplotypes and CRISP-3 levels, were compared using
the Tukey's test. To evaluate the allele substitution effect, a linear regression model was
used and the means were evaluated. A Pearson correlation analysis between semen
guality variables and CRISP-3 protein was performed. The magnitude of the relationship
between variables was evaluated by regression analysis. Given the use of parametric
tests, data normality was assessed with the Shapiro-Wilk test. The significance level
used for all assessments was P<0.05. All analyzes were conducted using SAS version
9.2. Software (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

2.3 Results and Discussion

CRISP-3 gene encodes a member of the cysteine-rich secretory protein (CRISP) family,
characterized by a high content of cysteine residues (16 of a total of 220-230 amino
acids) that form 8 intramolecular disulfide bonds (Udby et al. 2005). Although originally
described in the male rodent genital tract, CRISPs are expressed in a variety of
mammalian tissue and cell types. Equine CRISP-3 is transcribed and expressed in the
stallion salivary gland, in the ampulla and the seminal vesicle (Schambony et al. 1998).
Hamann et al. (2007), based on sequence data from all exons of the equine CRISP-3
gene, identified some polymorphic sites. Results of the allele and genotype frequencies
of the non-synonymous SNPs, evaluated in 100 Colombian Creole horses are described
in Table 2-1.
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Table 2-1. Allele and genotype frequencies for SNPs

Polymorphism Exon Amino-Acid Allele Genotype Frequencies

Substitution Frequencies

CRISP3c.+199A>G 4 Lys67GIu  0.595(A):0.405(G) 0.40(AA):0.39(AG):0.21(GG)
CRISP3c.+566C>A 7 Thri8oLys  0.645(C):0.355(A) 0.46(CC):0.37(AC):0.17(AA)
CRISP3c.+622G>A 8 Glu208Lys  0.965(G):0.035(A) 0.94(GG):0.05(AG):0.01(AA)
CRISP3c.+716A>G 8 GIn239Arg  0.700(A):0.300(G) 0.50(AA):0.40(AG):0.10(GG)

There are few reports evaluating these polymorphisms in the equine species. In the
present study, all possible genotype frequencies for the selected polymorphisms were
found (Table 2-1), unlike Hamann et al. (2007), who found only the A allele for SNP1 in
a sample of 107 Hanoverian horses. Despite this, certain similarities were found between
both studies; the AA genotype was the least presented for SNP2 and SNP3 (17% and
1% for the present study and 21% and 2% for Hamann et al. 2007, respectively). In this
last SNP, the GG genotype was found with the highest frequency in both reports (94%
and 87% respectively). For SNP4, the AA genotype obtained the highest presentation
(50%), while the GG the lowest (10%), similar to that reported by Hamann et al. (2007).
All SNPs included in the present study are non-synonymous, which means that are found
within CRISP-3 protein coding regions, thus the SNP will change a codon, and potentially
change the amino acid it codes for (Hunt et al. 2009); this possible amino acid

substitution is presented in Table 2-1.

Haplotypes found in this study are shown in Table 2-2. Haplotypes with highest
presentation were 7 and 9, with a frequency of 10%; whereas the haplotypes of lowest

presentation were 11, 15, 18 and 22, with a frequency of 1% each (Table 2-2).



Table 2-2. Haplotypes frequency and description

HAPLOTYPE

CRISP-3 GENOTYPE

FREQUECY

1

N o o0 A WDN

© o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

€c.+199AG;c.+566AC;c.+622GG;c.+716AA
C.+199AG;c.+566AA;c.+622GG;c.+716AA
C.+199GG;c.+566AA;Cc.+622GG;c.+716AA

Cc.+199AA;c.+566CC;c.+622GG;c.+716GG
Cc.+199AA;c.+566AC;c.+622GG;c.+716AA
Cc.+199AG;c.+566AC;c.+622GG;c.+716AG

C.+199AG;c.+566CC;c.+622GG;c.+716AA
C.+199AA;c.+566AA;c.+622GG;c.+716GG
Cc.+199AA;c.+566AA;c.+622GG;c.+716AG

C.+199AG;c.+566CC;c.+622GG;c.+716AG
€.+199GG;c.+566AC;C.+622GG;c.+716GG
C.+199AA;c.+566AC;c.+622AG;c.+716GG
€.+199AG;c.+566AC;c.+622AG;c.+716AG
€.+199GG;c.+566CC;c.+622GG;c.+716AA
c.+199AG;c.+566CC;c.+622AA;c.+716AG
C.+199AA;c.+566AC;c.+622GG;c.+716AG
C.+199AA;c.+566CC;c.+622GG;c.+716AG
€.+199AG;c.+566CC;c.+622AG;c.+716AG
C.+199AA;Cc.+566AA;C.+622GG;c.+716AA
c.+199AA;c.+566CC;c.+622GG;c.+716AA
c.+199AA;c.+566AC;c.+622GG;c.+716GG
€.+199GG;c.+566AA;C.+622GG;c.+716AG
€.+199GG;c.+566AC;c.+622GG;c.+716AA
€.+199GG;c.+566CC;c.+622GG;c.+716AG

9%
6%
3%
2%
3%
4%
10%
2%
10%
7%
1%
2%
2%
9%
1%
%
5%
1%
3%
3%
3%
1%
4%
2%
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As the result of seminal quality parameters in fresh semen, a volume mean of 39.95 +

25.51 mL, a sperm concentration of 183.45 + 109.57 spermatozoa x 10%/mL, a motility
of 65.91 + 15.71%, a SV of 73.95 + 11.49%, an AM of 34.93 + 14.76% and a Ml of 59.98

+ 10.22% was obtained. A decrease in the motility, vitality and integrity of the cell

membrane of cryopreserved semen respect to fresh semen (Table 2-3), was observed

in this study. The alterations caused by cryopreservation have been attributed to factors

such as severe temperature changes, the formation and dissolution of ice crystals in the

extracellular medium, osmotic and oxidative stress (Ortega-Ferrusola et al. 2009;

Oldenhof et al. 2013), reducing the acrosomal integrity, viability, and motility of
spermatozoa in the horse (Gibb & Aitken, 2016).
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Table 2-3. Results of the assessment of post-thaw semen.

VARIABLE N MEAN SD Ccv SE MIN MAX
™ (%) 300 44.81 1515 3381 0.87 14.29 89.81
PM (%) 300 25.88 12.05 46.56 0.69 5.62 68.02

VCL (UM/S) 300 73.23 16.83  22.98 0.97 14.42 119.1

VSL (uM/S) 300 39.41 1282 3254 0.74 11.03 78.57

VAP (UM/S) 300 54.31 1497  27.56 0.86 11.49 100.68

ALH (uM) 300 2.77 0.61 22.04 0.03 0.51 4.15

BCF (HZ) 300 8.87 1.67 18.81 0.09 1.55 13.15
SV (%) 300 43.55 11.97 27.5 0.69 20 77
AM (%) 300 29.23 10.55 36.1 0.6 9 65
MI (%) 300 37.21 9.94 26.72 0.57 15 65

n: number of thawed straws SD: standard deviation. CV: coefficient of variation (%). SE: standard
error: TM: total motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity. VSL: straight line
velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat
cross frequency. SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. MI: functional integrity of the cell
membrane.

For all SNPs evaluated, except for SNP4, heterozygous genotypes had the lowest results
for parameters such as TM, PM, SV, MI, VAP and the highest for AM (Table 2-4). Similar
results were found by Hamann et al. (2007), who reported that heterozygous stallions for
the SNP3 (AG) had a lower pregnancy rate per cycle (7% less), than homozygous
stallions (GG). However, for the other SNPs, no significant association was found with
the fertility parameters studied, unlike the present study. For SNP4, GG genotype had
the lowest results for all parameters, except for Ml, that was not affected by any genotype
in this SNP. For SNP1 and SNP3, AA genotype had the best results for TM, PM and Mil;
and for VCL, VSL, VAP, SV and AM in the case of the SNP3. For SNP2, the best results
for parameters like TM, PM and AM were obtained by the CC genotype, while the higher
SV, VCL and ALH were found for AA genotype (Table 2-4).
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GENOTYPE N ™ PM VCL VSL VAP ALH BCF SV AM M
SNP1 AA 90 51.82 31.12 70.2> 41.02 52.7° 2.63° 8.5° 47.02 29.0> 40.72
AG 160 41.0¢ 22.7¢ 722> 38.6° 5423 276> 8.8° 40.5° 30.82 34.8°
GG 50 44.0° 26.4> 81.72 39.12%» 5722 3.042 952 46.92 24.3¢ 38.4°
SNP2 AA 90 46.8° 26.8° 76.62 40.32 5502 2992 9.2a 5042 28.7° 39.82
AC 100 37.9¢ 20.3¢ 71.2° 359 51.3° 275° 8.9% 37.4c¢ 32.7@ 33.1°
CcC 110 49.32 30.12 72.2° 41.7@ 56.4% 2.60° 85° 434> 26.4° 38.72
SNP3 AA 10 74.62 50.22 88.32 4752 7172 298 8.0° 5892 20.9° 54.22
AG 20 32.9¢© 15.3¢ 63.5° 35.6° 46.6° 2.60° 8.3 33.8° 42.82 27.2¢
GG 270 445° 2575 73.3° 39.3° 5426 2773 892 437> 285> 37.3°
SNP4 AA 150 45.02 25.5° 76.3* 40.1* 56.02 2942 923 4523 282> 37.82
AG 110 46.72 27.62 72.2° 40.9* 5512 269> 8.8 44,02 28.0° 36.12
GG 40 38.7° 225¢ 64.1¢c 323> 455> 234c 750 359° 36.1* 37.72

Different letters within columns indicate statistically significant difference (P<0.05). n: number of
thawed straws. TM: total motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity. VSL.: straight
line velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat
cross frequency. SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. MI: functional integrity of the cell
membrane.

Some of the above results are similar to those found in the allelic substitution analyzes
(Table 2-5). For SNP1 and SNP4, the change of each allele A by G, is unfavorable for
™™, PM, Ml and VCL, VSL, VAP, ALH, BCF, SV respectively. In contrast, for SNP2 the
change of the allele C by A, has a detrimental effect in PM; while is favorable for ALH,
BCF and SV. For SNP3, the change of G by A is beneficial for TM and PM, supporting
the findings presented in table 2-4.
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Table 2-5. Effect of allelic substitution on post-thawing seminal quality parameters

Variable Polymorphism
CRISP3c.+199A>G CRISP3c.+566C>A CRISP3c.+622G>A CRISP3c.+716A>G
™ -4.99* -1.59 6.55* -1.82
PM -3.27* -1.94* 5.04* -0.52
VCL 5.18* 2.08 1.99 -5.55*
VSL -1.17 -0.88 161 -2.68*
VAP 2.11 -0.86 3.58 -4.10*
ALH 0.18* 0.19* 0.01 -0.28*
BCF 0.46* 0.34* -0.50* -0.72*
SV -1.06 3.18* 2.04 -3.73*
AM -1.67 1.33 1.93 2.83*
Ml -1.88* 0.32 2.56 -0.49

*Coefficient with p<0.05. TM: total motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity.
VSL: straight line velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head
displacement. BCF: beat cross frequency. SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. MI:
functional integrity of the cell membrane

A non-synonymous SNP can drastically alter the protein function, because sometimes
single amino acid difference can modify the structure/shape of a protein. It could even
affect the RNA transcript itself, causing it to be translated at lower efficiency or not at all
(Burke et al. 2007; Hunt et al. 2009). The findings reported in this study can support this,
since a non-conservative exchange between the amino acids described (Table 2-1), in
the regions of the equine CRISP3 protein might indeed alter its protein—protein binding
properties, which could subsequently affect male fertility (Hamann et al. 2007) and its

post-thawing semen quality.

From the 24 haplotypes obtained in this study, only 17 were found in the horses included
in the post-thaw seminal quality evaluation (Table 2-6). The low frequencies found for
some of these haplotypes (Table 2-2) could alter the results obtained for their association
with the seminal quality parameters (Table 2-6). However, increasing the sample does

not necessarily guarantee an increase in the frequency of these haplotypes.
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Table 2-6. Post-thaw semen assessment by haplotypes

HAPLO TM PM VCL VSL VAP ALH BCF SV AM M
1 42.0¢f9  23.09% 74,1 36.5¢ 50.5¢d¢  3.03c 992  44.2¢F  30.5¢d  34.4fh
2 4569 22.2de  73.4cd  34.2¢ 52,00 3.0%c 8.63c 45.8def  34.5bc 34 gede
3 37.1%h  19.2¢F  72.7¢d  33.6%4 4720 3.18 102 51.4bcd  28.69  42.3cd
4 57.2b¢c 3550 3237 18.4¢ 249 1.19 4.09 41.80  46.92 55.42
5 47.8de  22.1de B8 5e  31.8¢d 428de D 7bede  ggabc 4] Ofg 27 1def  4Q, 7def
6 23.11  10.89 65.4% 34.1¢ 51.4% 2.2f 8.1bc  28.3N 37.7° 27.2i
7 41.7¢fa  26.2¢d  79.2°¢ 4713 64.1%  2.64f 8.6abc 40.1'9  26.8df  33.69"
8 43.0d%ef  29.6¢ 79.8%c¢ 52,32 60.6°c 2.93bcde 102 44.5¢f  22.4efgh 34 Gfgh
9 55.8bc 355> 81.33c 46.8% §1.23bc 2.8abcde g Qabc 5@ 5ab 25 2defg 37 Aefg
10 35.60"  16.40¢  55.9¢ 31.4cd  40.2¢ 2.5def  9qabc  32.1h 28.5¢ 30.2n
11 23.20  12.69 82.2ac 254de 52 cd 2 gede  gbe  27.8h 27.5de  30.2N
12 31.2h  12.39 62.1% 33.1d 44,19 2 gdef 7.8¢  29.5M 47.82 30.9
13 34.59h  18.3%" 64.99% 38.2¢ 49.2¢ 2.5 g.gac  38.19 37.9° 23.61
14 61.4> 40.6> 90.6* 5132 69.6% 3.0% 95% 5271bc 185"  38.69%f
15 7462 50.22 88.3% 475% 7172 209acd gQOc  58.9a 2099 542
16 69.42 46.62 91.52 53.22 70.4% 3.12  8.9%c 48.6%% 20.19"  48.2c

17 50.4c¢ 27.1°d  63.49% 39.6°c 47.8d 2.6Pcde 982 48.4cde 2] 5fh 445

Different letters within columns indicate statistically significant difference (P<0.05). TM: total
motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity. VSL: straight line velocity. VAP:
average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat cross frequency.
SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. MI: functional integrity of the cell membrane.

Compared with exploring the associations of SNPs in a gene with biological traits,
research on haplotype combinations between multiple SNPs may be more constructive,
among which interaction among SNPs can be considered (Liu et al. 2016). The
haplotypes that showed the best results for most of the seminal characteristics
evaluated, were 15 and 16, for parameters such as TM, PM and AM for both; VAP, SV,
MI and VCL, VSL, ALH respectively. In contrast, haplotypes such as 4, 6, 11 and 12

showed the lowest results for some of these parameters (Table 2-6).

The mean of CRISP-3 protein assessed was 55.22 + 8.06 ng/mg of lyophilized seminal
plasma; the minimum value found was 14.86 ng/mg and the maximum was 56.14 ng/mg
of lyophilized seminal plasma. This protein is present in large amounts in stallion seminal

plasma (about 1 mg/mL), appearing to be a characteristic unique to this species (Udby
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et al. 2005; Novak et al. 2010). Connor (2009), quantified the amount of CRISP-3 protein
in 67 stallion seminal plasma samples, by ELISA, and found a mean of 7.44 + 5.98
mg/mL; the minimum amount was 0.49mg/mL and the maximum 25.63 mg/mL. In the
present study the CRISP-3 measurement was performed using lyophilized seminal
plasma, so the results are not comparable. However, it was established for the samples
assessed that per each mL of liquid seminal plasma, was obtained a mean of 0.021 g of
lyophilized product. In humans, it has demonstrated that CRISP-3 exists in 2 different
molecular-weight forms of approximately 29 and 31 kDa in seminal plasma, and they
both represent CRISP-3 holoprotein (Udby et al. 2002).

A high level of CRISP-3 protein in seminal plasma, had the best results for TM, PM, VSL,
BCF, SV and AM (Table 2-7), showing a possible effect of this protein on stallion semen
cryotolerance. Significant (p<0.05) regression and correlations coefficients between
CRISP-3 and VSL (0.28 and 0.18 respectively), ALH (-0.01 and -0.20 respectively) and
AM (-0.30 and -0.23 respectively) were found. The motion parameters such as VSL and
BCF contribute to the overall sperm maotility and have been reported significantly higher
for the ejaculates classified as freezable compared with the nonfreezable ejaculates;
while an increase of ALH of the spermatozoa indicates large amplitude of lateral head
displacement, and could signifies the hyperactivation of the spermatozoa (Perumal et al.
2014). Additionally, a beneficial effect of CRISP-3 on spermatic morphology was found,
because the presence of large numbers of morphologically abnormal or damaged sperm
in a sample may adversely affect the remaining viable sperm due to an increased

oxidative stress (Ball, 2008) and influence the success of pregnancy (Love et al. 2000).

Table 2-7. Post-thaw semen assessment by levels of CRISP-3 protein

LEVEL ™ PM VCL VSL VAP ALH BCF SV AM MI

CRISP3 | High 51.2a 31.2&2 74.7% 4572 5732 280% 932 4742 2252 39.92
Medium 40.4¢ 22.2¢ 7252 36.5¢ 52.8> 2.80% 8.9° 429> 299> 350°

Low 47.3° 279> 73.22 392 545% 267° 82¢ 41.3¢ 33.7¢ 38.92

Different letters within columns indicate statistically significant difference (p<0.05). TM: total
motility. PM: progressive matility. VCL: curvilinear velocity. VSL: straight line velocity. VAP:
average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat cross frequency.
SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. MI: functional integrity of the cell membrane.

Equine CRISP-3 protein seems to be bound to the sperm head in large amounts, and it

was suggested (Magdaleno et al. 1997) that plays a role in sperm maturation or gamete
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interaction, similar to what was suggested and later confirmed for CRISP-1 in mice, rats,
and humans (Cohen et al. 2000a,b, 2001). Human and equine CRISP-3 are reported to
share a 66% amino acid sequence identity (Doty et al. 2011) and it may be that CRISP-
3 has overlapping functions with CRISP-1 in the process of reproduction (Udby et al.
2005). Roberts et al. (2003) reported that CRISP-1 acts as an inhibitor of capacitation
and thus prevents premature activation of spermatozoa, as studied in rats. CRISP-3
protein in stallion seminal plasma, has been positively associated with first cycle
conception rate (Novak et al. 2010) and with stallions with high semen freezability (Jobim
et al. 2011). Additionally, Doty et al. (2011) reported that CRISP-3 suppressed
polymorphonuclear neutrophils/sperm binding in a dose-dependent manner, which is of

importance during sperm transport to the oviduct.

2.4 Conclusions

In conclusion, the current study demonstrated positive relationships between CRISP-3
genotype and seminal plasma protein and post-thawing semen quality in stallions, which
could serve as biomarker to early identification and selection of stallion with high semen

freezability.
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e Composition of supplemented seminal plasma is determinant in thawed sperm
quality

¢ A high level of vitamin C alters post-thaw semen quality parameters

Abstract

The importance of seminal plasma (SP) components for stallion semen quality and
freezability is little known, therefore, this study aimed to evaluate the relationship
between some SP components and fresh/cryopreserved stallion semen quality. Semen
of 30 stallions was collected, then SP was recovery and lyophilized. Likewise, protein
content (TP), vitamins C (CVIT), E (EVIT), A (AVIT), iron (Fe), copper (Cu), magnesium
(Mg) and Zinc (Zn) in SP were assessed. Sperm was frozen in an extender
supplemented with lyophilized SP. In addition, the following parameters were assessed:
total motility (TM), progressive motility (PM), straight line velocity (VSL), curvilinear
velocity (VCL), average path velocity (VAP), amplitude of lateral head displacement
(ALH), beat cross frequency (BCF), abnormal morphology (AM), sperm vitality (SV), and
plasma membrane integrity (PMI). Generalized linear models were fitted. Comparisons
of means were done with Tukey's test. Correlation and regression analyses were
performed. Vitamins and ions were found to be related to fresh semen quality. For post-
thaw sperm parameters, medium TP showed higher TM, PM, VSL, VAP, SV, AM and
PMI. Negative regression and correlation coefficients between CVIT and all post-thaw
semen parameters were found. Low EVIT yielded the lowest PM, VSL and VAP values,
while a high level of AVIT yielded the best results for semen parameters, except for ALH,
BCF and SV. A high level of Cu yielded higher results for TM, PM, VCL, ALH. Moreover,
a negative correlation was found between Zn, SV and PMI. In conclusion, seminal

plasma composition influences fresh and post-thaw stallion semen quality.

Keywords: seminal plasma, components, stallion, sperm quality, cryopreservation

3.1 Introduction

Oxidative stress has been identified as a major cause of low seminal fertility [1-3]. In
addition, the high content of polyunsaturated fatty acids in the plasma membrane of
equine sperm causes it to be susceptible to attacks from free radicals during the freezing
process [4]. This in turn limits the use of cryopreserved stallion semen for processes

such as artificial insemination [5, 6].
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Among the components of stallion seminal plasma (SP), some enzymatic and non-
enzymatic antioxidants which protect sperm from the injurious effects of reactive oxygen
species (ROS) have been identified [7-9]. In recent years, the study of the biochemical
profile and its relationship with the antioxidant capacity of SP has been one of the criteria
correlated with stallion semen quality [10, 11]. However, since SP has been associated
with a deleterious effect on sperm capacitation, it is normally discarded before the
cryopreservation process [12, 13].

For stallions, some studies have reported promising results regarding the improvement
of post-thaw sperm quality when it is supplemented with small amounts of SP [13, 14,
15]; however, the characterization of its components is still in the preliminary stages and
the influence of these elements on semen quality parameters is almost unknown [8]. It
has been reported that some SP proteins can enhance sperm penetration into oocytes
[16], promote phagocytosis and the binding of dead spermatozoa [17] and they might be
used as markers for high semen freezability [18, 19]. Additionally, a positive correlation
between SP total protein content and ram semen freezability has been reported [20].
Moreover, ionic environment have a strong influence on sperm function [8]. Thus,
abnormal levels of ions like Ca, Na, K, Zn, and Cu in SP have been reported to be
correlated with infertility in humans [21]. Zinc was found to be present in high amounts
in semen from mammals, and has been found to be critical in spermatogenesis [22].
Copper is an important element for numerous metalloenzymes and metalloproteins that
are involved in energy or antioxidant metabolism. However, it has been reported that in
its ionic form (Cu*?) and at high levels, this trace element could rapidly become toxic to
a variety of cells, including human spermatozoa [21]. Additionally, some vitamins have
been described as an important cellular protection system against oxidative damage [23].
It has been reported that the level of vitamin E in the SP of normozoospermic patients is
higher than in asthenoteratozoospermic males. However, high levels of vitamin C have
proven to be detrimental to sperm quality [24]. Therefore, studying the biochemical profile
of SP makes it possible to characterize the components that are positively related to
stallion semen cryopreservation and fertility, thus paving the way for improvements in
the storage techniques and early identification of fertile and subfertile animals [13]. The
aim of this study was to evaluate some components of seminal plasma as well as their

relationship with fresh and cryopreserved stallion semen quality.
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3.2 Materials and Methods

3.2.1 Collection of research material

Semen from 30 Colombian Creole horses whose age ranged between 3 and 15 years
was collected via the artificial vagina (Missouri, Minitube) method. Samples were
collected from them at least once a week, and their fertility was confirmed by their living
offspring. The body condition score of the horses ranged from 6 to 7 (in a scale from 1
to 9). Two ejaculates (sperm fraction) per animal were collected for a total of 60
ejaculates. The volume of each ejaculate was evaluated with a graduated cylinder.
Spermatozoa concentration was assessed from a drop of fresh semen using a
photometer (Spermacue®, Minitube, Tiefenbach, Germany) and sperm maotility using a
phase contrast microscope Eclipse E200 (Nikon Inc.), thus obtaining an average of five
observation fields (400X). Semen was diluted 1:1 with EquiPlus® (Minitube) and
transported at 5°C in an Equitainer® (Minitube). Before dilution, semen was centrifuged
for 15 minutes at 800 x g (Ultra-8V radius of rotation of 7.5 cm) in order to recover the
seminal plasma (at least 10 mL per sample), which was also transported at 5°C.
Abnormal morphology (AM), sperm vitality (SV), and plasma membrane integrity (PMI)
were evaluated in fresh sperm as described below.

3.2.2 Assessment of biochemical components of
stallion seminal plasma

Seminal plasma was re-centrifuged for 10 minutes at 3400 x g (Mikro 220R, Hettich,
Germany, radius of rotation: 8.5 cm) and stored at -20°C for a minimum of 24 hours
before freeze-drying. Seminal plasma lyophilization was carried out using a modified
protocol described by Gianaroli et al. [25]. Furthermore, samples were put inside a
freeze-drying machine (Labconco Freeze Dry System Freezone Cat. 77520-00) and
exposed to a 30 h lyophilization cycle with a condenser temperature of -50°C and a
vacuum of 25 x 10-® mbar. Lyophilized samples of seminal plasma were mixed and then

stored at room temperature.

= Protein concentration

Quantification of lyophilized seminal plasma proteins was performed through
the Bradford method [26]. Binding of the dye to the protein was assessed

through spectrophotometry at 595 nm and room temperature for 5 minutes.
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Lyophilized seminal plasma samples were diluted in ultrapure water (Type 1
-Thermo Scientific™ Barnstead™ Easypure™ RoDi). A BSA solution was
prepared at a concentration of 1 mg/mL and dilutions for building a standard

curve were performed.

= Vitamins concentration

The content of Vitamin C (ascorbic acid), Vitamin E (a - Tocopherol) and
Vitamin A (retinol), was determined through the high performance liquid
chromatography (HPLC) method as per the modified protocol reported by
Novakova et al. [27], Wagner et al. [28] and Ahmad et al. [29], respectively.
Lyophilized SP samples were diluted in ultra-pure water before injection into
the chromatograph. A liquid chromatography (Shimadzu LC-20AD), equipped
with a SIL-20A auto injector/HT, a communication module CBM-20A and a
diode array detector (PDA) were used. The wavelengths used were 245 nm
for vitamin C and 295 nm for vitamin E and A. For vitamin C, quantitation was
performed on a C-8 column whose dimensions were (5um) 250%4.6. As for
vitamins E and A, a column LiChrospher RP-18de was used, its dimensions
being (5um) 250*4.5. The mobile phase used was formic acid 0.1% for
vitamin C and methanol/dichloromethane (85:15,% v / v) for vitamins E and
A. The flow rate of the mobile phase was 0.8 mL/min 35 ° C and isocratic
conditions for all vitamins. As a standard, curves with HPLC-grade ascorbic

acid, a-Tocopherol, and retinol were previously built.

= |on concentration

Content of iron (Fe), copper (Cu), magnesium (Mg 2%) and Zinc (Zn) was
assessed through flame atomic absorption spectroscopy, as per the modified
protocol reported by Barrier-Battut et al. [30]. Moreover, lyophilized SP
samples were calcined at 450 ° C, and the ashes obtained were rehydrated
with 20 mL of ultrapure water; then 2 mL of nitric acid were added. The
mixture was heated (while avoiding vigorous boiling) in order to evaporate
50% of the volume. Subsequently, samples were cooled and lanthanum
chloride was added in a proportion of 0.1 % to a volume of 25 mL of ultrapure
water. Final solutions were assessed by flame atomic absorption

spectroscopy.
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3.2.3 Cryopreservation of stallion semen

Semen cryopreservation was performed using a programmable freezing protocol.
Diluted semen was centrifuged for 15 minutes at 280 x g (Mikro 220R, Hettich, Germany,
radius of rotation: 8.5 cm) and the supernatant was discarded. The precipitate was then
extended for a total sperm concentration of 100 x 106 per mL in EquiPlus® supplemented
with 5% of egg yolk, 5% of dimethylformamide (Sigma--Aldrich, St. Louis, USA) and 2
mg/mL of lyophilized seminal plasma (as an equivalent to a supplementation with 10%
of liquid seminal plasma). Subsequently, semen was kept in refrigeration at 5°C for 30
minutes and then packed in straws of 0.5 ml (V2 Dual MRS1, IMV Technologies). A
controlled curve (Crysalys Cryocontroller PTC-9500) was used at a cooling rate of -
8°C/min between 5°C and -6 °C. Then another cooling rate of -0.6 °C/min for 43.3 min
between -6°C and -32 °C was used. Straws were stored in a liquid nitrogen tank at -196
°C.

3.2.4 Post-thaw semen quality evaluation

Seminal motility was assessed using computer-assisted sperm analysis (CASA) as per
the modified protocol reported by Restrepo et al [31]. This consisted of a phase contrast
microscope (Nikon E200) and a digital camera (Basler Scout SCA780) adapted to a
computer equipped with the SCA® Maotility and Concentration (Microptic S.L.) software.
A specific setup was established: a coverslip camera of 20mm x 20mm , optics in ph (-),
drop of 7 pL, horse species, thermal plate at 37 ° C and a particle size of 20 to 72um.
The parameters analyzed were: total maotility (TM), progressive motility (MP), straight line
velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), amplitude of
lateral head displacement (ALH) and beat cross frequency (BCF). Sperm viability (SV)
was determined through the method described by Gamboa et al. [32] with the Live/Dead
kit (Molecular Probes Inc). To achieve this, 200 uL of semen were suspended in a Hanks
Heppes (HH) solution with 1% of bovine serum albumin (BSA) for a concentration of
approximately 20 x 10°% sperm / mL. Then, the mixture was incubated at 37°C for 8
minutes, with 6 mM SYBR14. Subsequently, it was incubated in the same manner, with
0.48 mM propidium iodide. Then, from a sample of 5 pL, a 200 sperm count was
performed using the UV-2A filter of a fluorescence microscope with HBO E200 (Nikon
Inc.). Abnormal sperm morphology (AM) was assessed via the supravital technique

described by Brito et al. [33]. A droplet of semen and a droplet of eosin-nigrosin (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, USA) were placed on a microscope slide, mixed, smeared and placed
on a warming plate at 37 °C. Subsequently, 200 spermatozoa were assessed individually
in an Eclipse E200 (Nikon Inc., Tokyo, Japan) phase contrast microscope. The plasma
membrane integrity (PMI) of the sperm was evaluated via the hypoosmotic (HOS) test,
according to reports from Neild et al. [34]. To achieve this, 100 uL of semen were added
to a tube with 500 pL of a hypo-osmotic sucrose solution 5.4% (100 mOsmol / L). This
mixture was incubated at 38.5°C for 30 minutes. Then the reaction of 200 spermatozoa
was assessed in at least 5 fields of observation using an Eclipse E200 (Nikon Inc., Tokyo,
Japan) phase contrast microscope. To calculate this parameter, the percentage of
spermatozoa with coiled tail due to sperm abnormalities was considered.

3.2.5 Statistical analysis

A generalized linear model (GLM) was fitted for each seminal quality parameter
(dependent variable) and the levels (high, medium and low) of each seminal plasma
component were established through a quartiles analysis. Given the use of parametric
tests, data normality was assessed with the Shapiro-Wilk test, while comparisons of the
means between levels were done with Tukey's test. Moreover, a Pearson correlation
analysis between semen quality variables and seminal plasma components was
performed. The magnitude of the relationship between variables was evaluated with a
regression analysis. The significance level used for all assessments was P < 0.05. All

analyzes were conducted using the SAS version 9.2 software (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

3.3 Results and Discussion

Seminal plasma (SP) is involved in a number of sperm-related functions and events
preceding fertilization [12] such as sperm motility activation, antimicrobial action,
neutralization of sperm metabolites, protection against acrosin inhibitors by proteases,
sperm capacitation mediation and post-coital inflammatory response in the uterus of
mares [13, 35].

It has been reported that SP composition varies greatly from stallion to stallion [12]. This
is consistent with what this study observed both in the samples and all the components

assessed (see Table 1). Some of them, e.g. vitamin concentration, are related to their
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consumption or administration [36]. Likewise, the quantity and quality of SP components
could vary from individual to individual and may also be affected by some environmental
factors such as season of collection, temperature, nutrition and stress [37]. Stallion age
has a significant effect on some semen variables as well as on the antioxidant/oxidant
status of either blood serum or seminal plasma; for example, it has been reported that
seminal plasma zinc, ascorbic acid and nitric oxide concentrations are higher for young

stallions [38]. In this study, horse age may be a significant source of variability.

Table 3-1. Components of stallion seminal plasma

VARIABLE MEAN __ SD CV SE  MIN MAX
TP (mg BSA/g of SP) | 0.35 020 57.33 001 008 0.99
CVIT (mg/g of SP) 2.66 1.11 4192 006 065 6.14

EVIT (ug/g of SP) 72.36 5229 7227 344 6.4 195.8

AVIT (ug/g of SP) 37.37 37.29 99.78 2.15 0 188.9

Cu (mg/Kg of SP) 17.37 8.98 51.73 0.51 4.2 36.8

Fe (mg/Kg of SP) 33.64 2795 83.08 161 3.9 120.8

Zn (mg/kg of SP) 109.08 99.22 90.96 5.72 34.1 558.8

Mg (g/100 g of SP) 0.49 0.45 9253 0.02 0.01 2.5
SD: standard deviation. CV: coefficient of variation (%). SE: standard error. TP: total protein.
CVIT: Vitamin C. EVIT: Vitamin E. AVIT: Vitamin A. Cu: copper. Fe: iron. Zn: zinc. Mg: magnesium

In this study, using lyophilized seminal plasma made it easier to evaluate some of the
components that are difficult to detect in liquid plasma, this also favors its storage and
preservation conditions. However, most of the studies on equines assessing different
components of SP use its liquid form [8, 9, 30], whereas this study performs its various
measurements using lyophilized SP. For the samples assessed, it was established that
a mean of 0.021 g of lyophilized SP was obtained for each mL of liquid SP. On the other
hand, the use of lyophilized seminal plasma allowed for a more precise supplementation
based on the contribution of plasma solids (components). Even Whigham [39] found no
significant difference between the supplementation with lyophilized SP, fresh and
frozen/thawed SP on sperm quality.

The results for quality parameters of fresh semen are described in Table 2. There was a
high variability among the samples tested except for SV and PMI (CV<20%). These

results are similar to some reported for Colombian Creole horses [40].
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Table 3-2. Quality parameters of fresh stallion semen

VARIABLE n MEAN SD Cv SE MIN  MAX
VOLUME (mL) 60 39.95 25.51 63.87 147 7.5 110
CONCENTRATION (x 108mL) | 60 183.45 109.57 59.73 6.32 50 549
MOT (%) 60 65.91 15.71 23.84 0.90 60 90

SV (%) 60 73.95 11.49 1554 0.66 45 95

AM (%) 60 34.93 14.76 42.25 0.85 8 75

PMI (%) 60 59.98 10.22 17.05 0.59 42 89

n: number of ejaculates. SD: standard deviation. CV: coefficient of variation (%). SE: standard
error. MOT: sperm motility. SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. PMI: plasma membrane
integrity.

The effects of the level (high, medium and low) of each of the assessed SP components
on fresh semen quality parameters are shown in Figures 1 and 2. A high level of EVIT,
Cu, Fe and Zn resulted in higher PIM for fresh semen and better SV for Cu and Fe. This
can be explained by the fact that these microelements are part of the antioxidative
system present in stallion seminal plasma, which is able to neutralize or remove certain
ROS [9]. However, for other SP components such as CVIT, a high level had a deleterious
effect on SV and the normal morphology of fresh semen. Likewise, a low level of AVIT
showed better results for SV and PMI (see Figure 1). This can be attributed to some
antioxidants existing in seminal plasma that can become prooxidants [41] depending on
their concentration and the nature of the neighboring molecules [42]. For components
such as TP, the results were less consistent because, while a medium level of TP
showed higher percentages for MOT, a high level of it had better results for the SV and
PMI of fresh semen (see Figure 1). This can be attributed to the fact that SP contains
several proteins which have different effects on sperm quality, some being beneficial

while others detrimental [43].
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Figure 3-1. Fresh semen assessment by levels of total protein and vitamins of seminal

plasma
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Figure 3-2. Fresh semen assessment by levels of ions of seminal plasma
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Different letters within bars indicate statistically significant difference (P< 0.05). Mot: sperm
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The results for the post-thaw semen quality parameters are shown in Table 3. A
decrease in most parameters was observed since, during freezing, sperm is exposed to
severe osmotic, thermal and oxidative stress which severely damages the plasma
membrane and other spermatic structures [44]. Research has shown that the totality of
SP has a detrimental effect on the storage of equine sperm; either cooled or
cryopreserved [12]. However, the presence of some SP seems to be necessary for
semen storage and fertility [12, 45], since the most important form of antioxidant defense
available to spermatozoa is found in seminal plasma [46]. In humans, analysis of SP
macro- and microelements has been performed accurately and much is known about the
importance of the ‘“right contents” of seminal plasma [8]. In other species,
supplementation with freeze-dried seminal plasma for semen cryopreservation has been
reported. Almadaly et al. [47] suggested that premature capacitation during freeze-thaw
processes of bovine spermatozoa could be reduced by adding desalted and lyophilized
SP. Also, the addition of lyophilized equine seminal plasma to the diluent of ram semen
has improved post thaw viability parameters, increasing the ability of in vitro fertilization
[48].
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Table 3-3. Post-thawing quality of stallion semen

VARIABLE N MEAN SD Cv SE MIN MAX
™ (%) 300 44.81 15.15 33.81 0.87 14.29 89.81
PM (%) 300 25.88 12.05 46.56 0.69 5.62 68.02

VCL (um/S) 300 73.23 16.83 22.98 0.97 14.42 119.1

VSL (um/S) 300 39.41 12.82 32.54 0.74 11.03 78.57

VAP (um/S) 300 54.31 14.97 27.56 0.86 11.49 100.68

ALH (pm) 300 2.77 0.61 22.04 0.03 0.51 4.15

BCF (Hz) 300 8.87 1.67 18.81 0.09 1.55 13.15
SV (%) 300 43.55 11.97 27.5 0.69 20 77
AM (%) 300 29.23 10.55 36.1 0.6 9 65
PMI (%) 300 37.21 9.94 26.72 0.57 15 65

n: number of thawed straws. SD: standard deviation. CV: coefficient of variation (%). SE: standard
error; TM: total motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity. VSL: straight line
velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat
cross frequency. SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. PMI: plasma membrane integrity.

The level (concentration) of each component of seminal plasma used for semen
supplementation before freezing had a strong effect on seminal post-thawing quality. For
TP, it was observed that a medium level gave the best results for post-thaw TM, PM,
VSL, VAP, SV, AM and PMI (see Table 4). This is similar to the results reported by Usuga
et al. [49], probably because a high level of TP could lead to greater protein oxidation,
and the consequent decrease in semen quality. As mentioned above for fresh semen,
TP involves a large number of proteins with different effects. In stallions, proteins such
as CRISP3 and HSP2 have been positively related to fertility and high freezability semen,
while proteins such as kallikrein, lactoferrin, clusterin and HSP1 have been negatively
related [19, 50]. On the other hand, a study on bull semen revealed that the acidic
proteins (13-16 kd) of SP could be used as a marker for high semen freezability, and a
25-26-kd SP protein could be a marker of low semen freezability [43]. This could explain
the results of the regression and correlation analysis for TP (see Table 5), in which a
negative relationship was observed in some post-thawing parameters such as TM, PM
and PMI and a positive relationship with VSL, VAP, ALH, SV and AM.
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Table 3-4. Post-thawing seminal quality by component concentration in seminal plasma

LEVEL ™ PM VCL VSL VAP ALH BCF SV AM PMI
TP High 375> 19.8¢ 68.8° 36.2° 49.0c 2792 9.32  43.2> 31.82 34.2°
Medium 50.12 30.12 74.92 4152 56.72 2772 8.6° 4642 27.1° 39.52
Low 39.4> 218> 73.02 37.6° 534 2752 8.98 38.0° 31.42 34.8°
CVIT | High 40.7° 244> 64.1¢ 40.2> 50.7° 226> 8.0> 40.3° 32.92 34.1°
Medium 425> 232> 742> 36.8° 52.9° 2912 9.02 434> 313" 36.8°
Low 52,52 32.08 79.22 43.4@ 60.02 2.95*% 9.22  46.68 22.0¢ 40.52
EVIT | High 42.8% 2512 74.6% 36.92 54.82 262 8.65* 41.1> 288> 36.32
Medium 4372 26.68 70.9° 41.62 54.32 25° 8.672 4542 295> 37.72
Low 41.1> 19.8> 68.0° 34.9° 498> 272 8.60* 40.3° 36.62 36.22
AVIT | High 48.82 30.52 80.8% 43.82 62.32 2.7° 88> 4452 238 38.32
Medium 423> 252 68.9° 41.1> 535" 24°c 8.4°¢ 420> 33.22 36.6°
Low 43.3> 21.4°c 69.9° 32.4°¢ 46.3° 3.1* 942 443* 30.3° 36.5°
Cu High 51.12 29.62 79.02 38.9®> 57.52 3.02 89% 4523 257¢ 39.42
Medium 45.2° 256 70.2¢ 38.6> 523 27> 872 445 289" 38.82
Low 38.4c 22.9¢ 73.7° 41.3* 5522 2.6° 8.9% 40.2> 32.72 32.2°
FE High 48.02 27.82 721 38.8° 529> 2852 922 423" 24.6° 37.0®
Medium 434> 257> 77.92 42,02 5822 2842 8.92 431> 289" 36.6°
Low 44.4> 244> 65.4¢ 35.0°c 48.2¢ 257° 83> 4532 33.82 3842
ZN High 454>  245b 67.8° 34.7° 47.9¢ 27° 81> 40.8° 31.82 37.3®
Medium 41.9¢ 241> 70.8° 40.82 53.9° 26° 922 4442 282" 36.5°
Low 49,52  30.32 82.4% 40.72@ 60.68 2.9 882 4412 287> 38.22
MG High 42.4> 256b 78.22 4212 58.02 2.7*@ 8.882 41.3> 254c 32.4°
Medium 50.82 30.28 75.1° 39.6> 54.5° 282 8.892 4642 283" 41.32
Low 37.1¢ 19.2¢ 66.4° 36.8c 51.0¢ 2.5 8.832 40.8° 33.52 34.5°

Different letters within columns indicate statistically significant difference (P< 0.05). TM: total
motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity. VSL: straight line velocity. VAP:
average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat cross frequency.
SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. PMI: plasma membrane integrity. TP: total protein
(mg BSA/g of SP). CVIT: Vitamin C (mg/g of SP). EVIT: Vitamin E (ug/g of SP). AVIT: Vitamin A
(ug/g of SP). Cu: copper (mg/kg of SP). Fe: iron (mg/kg of SP). Zn: zinc (mg/kg of SP). Mg:
magnesium (g/100 g of SP). Component levels: TP (low < 0.2, medium 0.2 - 0.4, high > 0.4);
CVIT (low < 1.9, medium 1.9 - 3.4, high > 3.4); EVIT (low < 25.1, medium 25.1 - 95.9, high >95.9);
AVIT (low < 5.8, medium 5.8 - 47.1, high > 47.1); CU (low < 10.9, medium 10.9 - 22.2, high >
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22.2); FE (low < 14.0, medium 14.0 - 45.9, high > 45.9); ZN (low < 52.6, medium 52.6 - 116.7,
high > 116.7); MG (low < 0.2, medium 0.2 - 0.7, high > 0.7).

For CVIT, it was found that a low level had the highest results for all post-thaw semen
quality parameters except for ALH and BCF (see Table 4). Likewise, we found negative
regression and correlation coefficients for all parameters (see Table 5), thus
demonstrating a clear negative effect of this component on post thawing semen quality.
These results are similar to those reported by Waheed et al [9] and Usuga et al [49], who
obtained lower concentrations of vitamin C in horses with high fertility and better post-
thaw semen quality, respectively. In addition, it has been observed that supplementing
with high concentrations of ascorbic acid for stallion semen cryopreservation has
negative effects on lipid peroxidation of the plasmatic membrane [51]. This is due to the
fact that, in presence of transition metals, vitamin C makes radicals highly reactive and
more destructive, thus generating more free radicals. In addition, it has the ability to
promote the release of these transition metals from proteins, which contributes to this
effect [49, 51].

Based on the correlation and regression coefficients found (see Table 5), the relationship
between EVIT and TM, PM, ALH, BCF and SV was positive. In contrast, it was negative
between EVIT and AM. This is backed by the results shown in Table 4, in which a low
level of EVIT resulted in the lowest results for PM, VSL, VAP and normal morphology.
Moreover, a high level of AVIT produced the best results for the semen quality
parameters, except for ALH, BCF and SV (see Table 4); these results are consistent with
the positive relationship found between vitamin A and most of the post-thaw parameters
(see Table 5). DL-a-tocopherol (Vitamin E) is an important cellular system of protection
against oxidative damage and a lipophilic component that not only scavenges oxygen
radicals from within the membrane but also intercepts lipid peroxyl radicals which appear
to be important in the propagation of the chain reaction of lipid peroxidation [23, 41].
Although studies have examined the addition of Vitamin E to semen to improve sperm
preservation, there have not been consistent improvements in the maintenance of sperm
motility or fertility [23]. However, Vasconcelos et al. [51] found that a-tocopherol
supplementation improved membrane lipid peroxidation and had a positive effect on
post-thaw membrane integrity and plasma membrane stability of stallion semen. No
studies conducted with equines assessing the concentration of a-tocopherol in SP and
its effect on semen quality were found; therefore, this study can be considered as the
first report. In humans, it has been reported that the level of vitamin E in SP of
normozoospermic patients was higher than in asthenoteratozoospermic males [24].

Similarly, there are no reports for retinol (vitamin A) assessments in equine seminal
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plasma. In bulls, the percentage of sperm cells with altered acrosome was reduced when
there was retinol in the extender under heat stress conditions [52]. For other species, a
positive correlation between retinol content in SP and sperm motility, membrane integrity
and normal morphology has been found [53, 54]. These results are similar to those found
in this study for vitamin A (see Tables 4 and 5), for which a ROS scavenger activity has
been reported [52]; this effect perhaps became evident in the post-thawing results, due
to the oxidative stress increase that occurs during the cryopreservation process [55].

Table 3-5. Regression (top line) and correlations (lower line) coefficients between

seminal plasma components and stallion cryopreserved semen quality parameters

™ PM VCL VSL VAP ALH BCF SV AM PMI

TP -4.56 2.36 15.44* 1152 1354 0.17 0.97 -0.06 -3.18 -9.98

-0.24* -0.20° -0.16" -0.08 -0.13 0.15 -0.02 0.12* 0.200 -0.20°

CviT | -3.64° -269° -7.79° -350° -519° -0.29° -0.71" -3.44° 3.87" -055
-0.30" -0.25" -046" -0.22° -0.33 -055" -042° -0.30" 043 -017"

EVIT | 0.03 0.03 0.03 -0.001 0.009 0.001 0.004" 0.04° -0.04° 0.01
0.14 0.11" 0.09 0.007  0.008 0.20° 0.24 0.09 -0.23* -0.01

AVIT | 0.04 0.10° 0.14 0.16" 0.19° -0.003" -0.002 -0.010 -0.07" -0.01
0.18 0.37" 0.32 0.49" 0.50° -0.18" -0.11 0.07 -0.27" 0.07

Cu 0.31" 0.14 0.18 -0.17" 0.01 0.01" -0.01 0.15 -0.19° 0.23

0.25 0.15 0.19° -0.08 0.05 0.38" 0.07 0.09 -0.22° 0.19

FE -0.06® -0.04 -0.077 0.004 -0.03 -0.001 0.009° -0.11" -0.04" -0.07"

-0.06 -0.08 -0.07 -0.04 -0.09 0.08 017" -0.21" -0.15" -0.16"

ZN | -0.015 -0.009 0.006 -0.002 -0.005 0.008" 0.001 -0.02" -0.02° -0.01"

-0.08 -0.11  -0.006  -0.06 -0.10 0.18" 0.11" -0.15" -0.22" -0.16"

MG 453" 5.20" 8.19" 7.13" 7.15" 0.06 -0.03 3.95" -3.63° -151
0.05 0.13" 0.10 0.21" 0.13" -0.06 -0.07 -0.006 -0.16" -0.12"

“Coefficient with p<0.05. TM: total matility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity.
VSL: straight line velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head
displacement. BCF: beat cross frequency. SV: sperm vitality. AM: abnormal morphology. PMI:
plasma membrane integrity. TP: total protein (mg BSA/g of SP). CVIT: Vitamin C (mg/g of SP).
EVIT: Vitamin E (ug/g of SP). AVIT: Vitamin A (ug/g of SP). Cu: copper (mg/kg of SP). Fe: iron
(mg/kg of SP). Zn: zinc (mg/kg of SP). Mg: magnesium (g/100 g of SP)

Sperm function is highly dependent on ionic environment [37]. The results of post-thaw
semen assessment by ion level are shown in table 4. A high level of Cu produced higher
results for TM, PM, VCL, ALH and a decrease of AM. Conversely, a low level of it
produced the lowest results for TM, PM, SV and PMI. These findings are backed by the
regression and correlation coefficients between Cu and the post-thaw semen quality

parameters (see Table 5). Copper is necessary for many enzymes such as superoxide-
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dismutase (SOD), which is involved in cell protection against ROS [8]. This could explain
its favorable effect on post-thawing seminal quality. Likewise some researchers have
observed a positive correlation between SP Cu content and sperm motility in buffalo [56].
This study also found a positive correlation between post-thaw seminal quality
parameters such as TM, PM, VCL, VSL, VAP, SV, and Mg (see Table 5), as well as a
negative correlation with AM. Similarly, low levels of Mg showed the lowest results for
TM, TP, VCL, VSL and VAP (see Table 4). This effect could be explained because Mg
is found in nearly all enzymatic systems, is regarded as a marker of seminal vesicle
secretions [37] and could play an important role in sperm motility [42]. Furthermore, a
positive correlation has been observed between Mg and apoptosis-free viable cells in

rams [57].

The low values for TM, PM, VCL, VAP, ALH and PMI due to a low level of Zn in the
supplemented seminal plasma (see Table 4), as well as the negative correlation found
between Zn and some post-thawing parameters (see Table 5), could be attributed to the
fact that Zn can affect the motility control by restraining energy utilization through
adenosine triphosphate systems and through regulation of phospholipid energy reserves
[37], which may in turn affect semen quality. Despite these effects, studies have shown
contradictory results. In human semen samples, high zinc concentrations were
associated with a decrease in progressive motility [58] and its concentration in the
seminal plasma from infertile men has been reported to be significantly higher than in

normal men [59].

The results obtained for Fe are less consistent, as negative correlations with TM, VLC,
SV, AM and PMI were found (see Table 5). Similarly, it was observed that low levels of
Fe yielded the best results for SV and PMI, while the best results for TM and PM were
obtained with high levels of it (see Table 4). Although there are few reports assessing
this ion in seminal plasma from stallions [8], it has been studied extensively in humans,
with contradictory results. It has been reported that in oligoasthenozoospermia and
asthenozoospermia the mean concentration of iron was lower; on the contrary, higher
concentration of iron was likely to be responsible for reduced sperm motility [60] and
correlated with teratozoospermic males [61]. Iron is known to be essential and mostly
bound to transferrin (produced by Sertoli cells), haptoglobin (Sertoli, Leydig and germ
cells) and lactoferrin (spermatozoa, vesicular gland). These proteins contain catalytic

inactive iron to avoid extensive oxidation [8].
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3.4 Conclusions

The quality of fresh stallion semen is highly dependent on the composition of seminal
plasma. This is also true for frozen/thawed semen when it has been supplemented as

freeze-dried seminal plasma.
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¢ Seminal plasma supplementation with high ORAC levels reduces the values of some
post-thaw seminal quality parameters.

e Supplementing stallion semen with low and medium ORAC levels of seminal plasma
may improve total post-thaw motility as well as the membrane integrity of
spermatozoa for poor freezability samples.

Abstract

Oxidative stress has been identified as a major cause of low seminal fertility. The aim of
this study was to evaluate the effect of Iyophilized seminal plasma (LSP)
supplementation, according to different levels of total antioxidant capacity (TAC), on
stallion semen freezability. Seminal plasma was obtained from 30 Colombian Creole
horses and was lyophilized to acquire a pool of LSP. Fifteen ejaculates from five stallions
were collected and supplemented with LSP according to its oxygen radical absorbance
capacity (ORAC) level (high, medium, low and control) before freezing. Post-thaw, total
(TM) and progressive (PM) motility, kinetics (VCL, VSL and VAP), sperm viability (SV),
sperm morphology (SM) and membrane integrity (HOS) were evaluated. For statistical
analysis, completely randomized mixed models were fitted. Additionally, semen samples
were divided into two groups according to their freezability. Means were compared using
Tukey's test. The significance level used was p<0.05. Supplementing stallion semen with
low and medium ORAC levels of seminal plasma, showed a positive effect on the post-
thaw TM and HOS of spermatozoa. In contrast, seminal plasma supplementation with
high ORAC level, showed a decrease in post-thaw seminal parameters as TM, PM, VSL
and SV. For good freezability samples, in most of post-thaw semen quality parameters,
supplementation showed no significant effect, while for poor freezability samples, low
and medium ORAC levels of seminal plasma supplementation showed higher results for
post-thaw TM and HOS. In conclusion, supplementing stallion semen with LSP before

the freezing process, can improve its freezability, according to the TAC contribution.

Keywords: sperm, freezing, oxidative stress, equine

4.1 Introduction

Oxidative stress results from an increased generation of reactive oxygen species (ROS)
and a decreased available antioxidant defense system [1]. Stallion sperm is particularly

sensitive to oxidative stress, due to the high proportion of polyunsaturated fatty acids
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present in the membrane, which can be oxidized leading to lipid peroxidation [2]. The
most important form of antioxidant defense available to spermatozoa is the antioxidants
in seminal plasma [3]. It is known that seminal plasma protects the spermatozoa from
the oxidative stress that occurs in the testicles and the epididymis and even on ejaculated
spermatozoa in the female genital tract [4], where additionally, leads to activation and
expansion of lymphocyte populations that are causally linked with those that later
facilitate embryo implantation [5]. Seminal plasma contains many chemicals components
with antioxidant properties, enzymatic and non-enzymatic [6], which together determine
its total antioxidant capacity (TAC) [7]. For this reason, removal of seminal plasma before
freezing causes loss of antioxidants present in semen, exposing spermatozoa to

excessive ROS damage [8]. In addition, osmotic and thermal stress occur during freezing

[9].

Measurement of TAC has proven to be accurate, reliable and as easy to use as a
diagnostic tool in the evaluation and follow-up of male fertility [10]. In comparison, the
qguantification of antioxidants is a complicated, expensive and time-consuming task [5];
besides, assessing TAC of a sample can give more biologically relevant information than
those obtained from the measurement of concentrations of individual antioxidants [11].
Low levels of TAC have been associated with infertility and abnormal semen parameters
in humans [12, 13]. In rams, the effect of antioxidants supplementation on TAC and post-
thaw quality semen parameters has been assessed [14]. However, there are few reports
that assess this aspect for the equine species. Wnuk et al. [15] found a negative
correlation between TAC of stallion seminal plasma by ABTS*'radical cation
discoloration (ABTS) assay, and DNA fragmented sperm. On the other hand, Restrepo
et al. [16] reported TAC evaluation of equine seminal plasma using oxygen radical
scavenging capacity (ORAC) and ferric reducing power (FRAP) assays, finding a
significant effect of ORAC on motility and sperm morphology. The aim of this study was
to evaluate the effect of lyophilized seminal plasma (LSP) supplementation according to

different levels of TAC on stallion semen freezability.

4.2 Materials and Methods

4.2.1 Sample collection

Semen used in this study was obtained from five Colombian Creole horses (Equus
caballus), located in Antioguia, Colombia. The age of the animals ranged from 5 to 8

years. Samples were collected from them at least once a week, and their fertility was
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confirmed by their living offspring. The body condition score of the horses ranged from 6
to 7 (scale ranges from 1 to 9). They were subjected to the same animal husbandry
conditions during stabling and their diet was based on hay composed of star grass
(Cynodon nlemfuensis) administered at will. Three ejaculates (sperm fraction) per
animal, for a total of 15 ejaculates, were collected. For this purpose, a Missouri (Minitube,
Tiefenbach, Germany) 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. Spermatozoa concentration
was assessed from a drop of fresh semen using a photometer (Spermacue®, Minitube,
Tiefenbach, Germany). Semen was diluted 1:1 with EquiPlus® (Minitube, Tiefenbach,
Germany) and was transported at 5°C in an Equitainer® (Minitube, Tiefenbach,

Germany), during a two hour period prior to its freezing.

4.2.2 Seminal plasma freeze-drying

To obtain a pool of LSP, semen from another 30 stallions with the same characteristics
described above, was collected and centrifuged for 15 minutes at 800 x g. A volume of
20 mL of seminal plasma from each ejaculated, was re-centrifuged for 10 minutes at
3400 x g and stored at -20°C for a minimum of 24 hours before freeze-drying. Seminal
plasma lyophilization was carried out using a modified protocol described by Gianaroli et
al. [17]. Samples were put inside a freeze-drying machine (Labconco Freeze Dry System
Freezone Cat. 77520-00, Kansas City, USA) and exposed to a 30 h lyophilization cycle
with a condenser temperature of -50°C and vacuum of 25 x 102 mbar. Lyophilized

samples of seminal plasma were mixed and then stored at room temperature.

4.2.3 Total antioxidant capacity (TAC) of seminal plasma
evaluation

TAC of LSP pool was evaluated by the oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
assay, as reported by Ou et al. [18]. Fluorescein and AAPH (2,2’-azobis 2-amidino-
propane) solutions were prepared in PBS at 1x10° M (75 mM - pH 7.4) and 0.6 M (75
mM, pH 7.4), respectively. Each reaction tube was prepared with 21 L of fluorescein,
2.899 uL of PBS, 50 uL of AAPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and 30 ug of LSP, that
were weighed with an electronic analytical balance (Sartorius M-power, Gottingen,
Germany). Controlled conditions of temperature at 37 °C and pH 7.4 were used,

additionally Trolox® (Merck, KGaA, Darmstadt, German) was used as a reference
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antioxidant. Counts were performed by spectrofluorimetry (LS 55 spectrofluorometer,
Perkin Elmer, New York, USA) at a A excitation of 493 nm and an excitation slit of 5 nm;

and a A emission of 515 nm and an emission slit of 15 nm, with 1% attenuator.

4.2.4 Semen cryopreservation

Semen cryopreservation was performed using a programmable freezing protocol. Each
of the 15 ejaculates was centrifuged for 15 minutes at 280 x g, and the supernatant was
discarded. The precipitate was extended for a final concentration of 100 x 10° sperm per
mL, in EquiPlus® supplemented with 5% of egg yolk and 5% of dimethyl formamide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). The extended semen was divided into four aliquots of
which three were supplemented with the required amounts of LPS to achieve three
ORAC levels according to the TAC results. The fourth aliquot was used as a control
group without supplementation of LSP. The treatments performed are presented in Table
4-1.

Table 4-1. Supplementation treatments with lyophilized seminal plasma (LSP) according

to total antioxidant capacity (TAC).

Treatment Control Low ORAC Medium High ORAC
ORAC
*LSP 0 1.44 5.04 8.68
(mg / mL)
*TAC 0 4000 14000 24000

(ORAC units)

* Amount of supplemented lyophilized seminal plasma. ** Total antioxidant capacity (ORAC units)
achieved by lyophilized seminal plasma supplementation. An ORAC unit was defined as 1 umol
Trolox / 100 g of raw LSP.

Subsequently, semen was maintained in refrigeration at 5 °C during 30 minutes and then
packed in straws of 0.5 ml (V2 Dual MRS1, IMV Technologies, Rambouillet, France). A
controlled curve (Crysalis Cryocontroller PTC-9500, Biogenics, Inc., Silicon Valley, USA)
was used to provide a cooling rate of -8°C/min between 5°C and -6°C, followed by a
cooling rate of -6°C/min for 43.3 min down to -32°C. Finally semen was stored in liquid
nitrogen at -196 ° C.
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4.2.5 Semen quality evaluation

Fresh and post-thaw sperm quality was evaluated by the methods described below.
Seminal motility and kinetics was assessed using a computer-assisted sperm analysis
(CASA), according to a modified protocol reported by Hidalgo et al. [19]. The Sperm
Class Analyzer (SCA®, Microptic SL., Barcelona, Spain) Motility and Concentration
software was used, and the parameters analyzed were: total motility (TM), progressive
motility (PM), straight line velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), average path velocity
(VAP), amplitude of lateral head displacement (ALH), and beat cross frequency (BCF).
Particles with a size between 15 and 70 um? were evaluated. Normal morphology (NM)
was assessed using the modified eosin-nigrosin test [20]. A droplet of semen and a
droplet of eosin-nigrosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) were placed on a microscope
slide, mixed, smeared and placed on a warming plate at 37 °C. Subsequently, 200
spermatozoa were assessed individually with a microscope (Eclipse E200, Nikon Inc.,
Tokyo, Japan). Functional integrity of the cell membrane of the spermatozoa was
assessed using the hypo-osmotic swelling test (HOS) [21]. To achieve this, 100 pL of
semen were added to a tube with 500 pL of a hypo-osmotic sucrose solution 5.4% (100
mOsmol / L). This mixture was incubated at 38.5°C for 30 minutes. Then the reaction of
200 spermatozoa was assessed in at least 5 fields of observation using an Eclipse E200
(Nikon Inc., Tokyo, Japan) phase contrast microscope. Sperm viability (SV) was
determined by the method described by Gamboa et al. [22] with the Live/Dead kit
(Molecular Probes Inc., Oregon, USA). To achieve this, 200 uL of semen were
suspended in Hanks Heppes solution with 1% bovine serum albumin with a
concentration of approximately 20 x 10® sperm / mL. Then, the mixture was incubated at
37 °C for 8 minutes, with 6 mM SYBR14 (excitation/emission wavelengths of 494/517).
Subsequently, it was incubated in the same manner, with 0.48 mM propidium iodide
(excitation/emission wavelengths 517/617 nm). Then, from a sample of 5 uL, 200 sperm
count was performed with a HBO fluorescence microscope (Eclipse E200, Nikon Inc.,

Tokyo, Japan), using an excitation filter wavelengths of 510-560 nm.

4.2.6 Statistical analysis

Completely randomized mixed models were fitted for each post-thaw quality semen
parameter. Each model included the fixed effect for the treatment and the random effect
for the ejaculate nested within the stallion. Additionally, for statistical analysis, semen

samples were divided into two groups according to their freezability; samples with PM >
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35% after freeze—thaw were considered as good freezability, and samples with PM <
35% after freeze—thaw were considered as poor freezability [23]. Given the use of
parametric tests, data normality was assessed with the Shapiro-Wilk test. Comparisons
of the means between treatments and groups were done with Tukey's test. The
significance level used for all assessments was p<0.05. All analyzes were conducted
using SAS version 9.2. Software (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

4.3 Results

The ORAC (TAC) found for seminal plasma pool was 13679.4 + 911.6 umol Trolox/100
g of raw LSP from which treatments were established. For fresh semen, a volume mean
of 29.6 + 6.73 mL and a sperm concentration of 254.06 + 28.44 spermatozoa x 105/mL,
were obtained. The results for quality parameters of fresh and post-thaw semen
assessment are presented in Table 4-2. For each of the 15 ejaculates, five straws were

evaluated per treatment (20 straws per ejaculate) for a total of 300 straws assessed.

All statistical models fitted for the dependent variables were significant (p<0.05), with
determination coefficients (R?) above of 0.45. The random effect of the ejaculate nested
within the stallion was statistically significant (p<0.05) for all the fitted models, which
shows that variability existing in freezability is largely attributable to the stallion and even
to the ejaculates from the same animal. The fixed effect of the treatment was significant

(p<0.05) for all variables of seminal quality, except for VCL and NM.

Table 4-2: Results for semen assessment.

Fresh semen Post-thaw semen

Variable Mean SE cv Mean SE cv
T™ (%) 83.78 3.34 15.48 55.14 0.91 28.74
PM (%) 57.15 4.44 30.11 32.18 0.78 42.08
VCL (um/s) 106.41 4.75 17.30 76.9 0.87 19.81
VSL (um/s) 41.96 3.44 31.80 42.39 0.56 22.89
VAP (um/s) 78.46 4.30 21.60 57.45 0.77 23.44
ALH (um) 3.34 0.24 27.87 3.03 0.03 17.82
BCF (Hz) 7.65 0.20 10.45 8.91 0.06 12.06
SV (%) 80.93 2.45 11.75 53.57 0.53 17.2
NM (%) 76.60 2.06 34.18 77.22 0.42 32.59

HOS (%) 58.40 3.00 19.91 41.86 0.57 23.59
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SE: Standard error. CV: coefficient of variation (%). TM: total motility. PM: progressive motility. VCL:
curvilinear velocity. VSL: straight line velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head
displacement. BCF: beat cross frequency. SV: sperm vitality. NM: normal morphology. HOS: functional
integrity of the cell membrane.

Table 4-3 shows the results of seminal plasma supplementation effect according to
different levels of TAC contribution on post-thaw semen quality. Stallion semen
supplementation with low and medium ORAC levels had an increase on the post-thaw
TM and HOS of spermatozoa, medium and high ORAC levels showed a decrease on
VSL and SV, while high ORAC supplementation showed a decrease in post-thaw TM
and PM (p<0.05). On the other hand, an increase in ALH by supplementation with a high
ORAC level and a reduction in BCF for all ORAC levels were observed.

Table 4-3: Post-thaw semen assessment by TAC treatment.

Treatment TM PM  VCL VSL VAP ALH BCF
(%) (%) (um/s) (um/s) (um/s) (um) (Hz)

SV NM HOS
(%) (%) ()

Control 543 33.9 78.1 45.0 58.0 2.9 9.6
+ + + + + + +

163> 156® 1.82% 1.23% 1.81% 004> 0.14°
Low 589 359 771 449 591 2.8 88
ORAC + + + + + + +
1.88% 1.57° 1.60° 1.02° 1.53° 0.04° 0.12°
Medium 57.9 327 776 418 580 31 85
ORAC + + + + + + +
1697 1.44b 1.022 1.04> 1.53% 0.05% 0.09%
High 492 260 746 37.7 546 32 85
ORAC + + + + + + +

551 77.2 38.6
+ + +

1.03% 0.63% 1.09°
551 77.8 46.5
+ + +
082 05° 1.01°
51.9 775 44.8
+ + +
1215 1.06% 0.98
520 76.5 37.2
+ + +
1.10° 1.08° 1.11°

1.01° 1.46° 1.66° 0.96° 1.27° 0.08% 0.08°

Results are presented as mean + standard error. Different letters within columns indicate
statistically significant difference (p<0.05). An ORAC unit was defined as 1 umol Trolox / 100 g of
raw LSP. High ORAC: 24000 ORAC units. Medium ORAC: 14000 ORAC units. Low ORAC: 4000
ORAC units. TM: total motility. PM: progressive motility. VCL: curvilinear velocity. VSL: straight
line velocity. VAP: average path velocity. ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF: beat
cross frequency. SV: sperm vitality. NM: normal morphology. HOS: functional integrity of the cell
membrane.

The results of ORAC supplementation for some post-thaw sperm quality parameters
according to freezability of samples are shown in Figure 4-1. From a total of 300 samples
evaluated, 35% corresponded to samples of good freezability and the remaining 65% to
samples of low freezability. For good freezability samples, supplementation showed no
significant effect (p>0.05) in most of post-thaw semen quality parameters, except for SV

and HOS. It was observed a decrease in SV when supplemented with different ORAC
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levels, being significant (p<0.05) for the low and medium levels. Furthermore, low levels

of ORAC showed an HOS increase, while high levels decreased this parameter.

Figure 4-1: Post-thaw semen assessment by treatment according to sample freezability.

Good freezability samples
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c
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Poor freezability samples
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Figure 1. Post-thaw semen assessment by treatment according to sample freezability.

Different letters within bars indicate statistically significant difference (p<0.05). An ORAC unit was
defined as 1 umol Trolox / 100 g of raw LSP. High ORAC: 24000 ORAC units. Medium ORAC:
14000 ORAC units. Low ORAC: 4000 ORAC units. TM: total motility. PM: progressive motility.

SV: sperm vitality. NM: normal morphology. HOS: functional integrity of the cell membrane.

Regarding spermatic kinetic, both good and poor freezability samples had a post-thaw
VSL decrease (p<0.05), when supplemented with a high ORAC level respect to control.
Also, medium and high levels of ORAC showed an ALH increase for good freezability
samples, while poor freezability samples showed lower ALH for a low ORAC level
compared to control and the other levels. Conversely, a reduction of BCF for poor

freezability samples was found for all treatments (Table 4-4).
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Table 4-4. Post-thaw spermatic kinetics by samples freezability.

VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) ALH (um) BCF (Hz)
Treatment Good Poor Good Poor Good Poor Good Poor Good Poor
/Samples
Freezability
Control 92.0 69.8 54.1 39.5 723 495 3.04 295 914 999
+ + + + + + + + + +
2.752 1.38 1932 (0.942 2792 1212 0.08° 0.052 0.232 0.16°
Low 85.8 70.3 49.9 40.9 665 532 298 271 9.17 8.62
ORAC + + + + + + + + + +

2042 1788 1.30% 1232 2142 168 006° 0050 0212 0128
Medium 911 69.6 478 382 678 522 341 294 873 851

ORAC + + + + + + + + + +
1472 2242 1,18° 1.24% 136% 1.852 0.07° 0.072 0.162 0.112

High 925 69.7 472 35.2 668 512 371 3.08 925 833

ORAC + + + + + + + + + +

203" 1512 134> 0092° 1.62%@ 1.25° 0.20° 0.08% 0.09° 0.092
Results are presented as mean + standard error. Different letters within columns indicate
statistically significant difference (p<0.05).

4.4 Discussion

Seminal plasma contains many chemicals components with antioxidant properties which
together determine its TAC [5] and are part of the antioxidative system, which is able to
neutralize or remove certain ROS [24]. Vitamins A, E and C have been described as
important cellular protection systems against oxidative damage in stallion semen [25 -
26] Copper is necessary for many enzymes such as superoxide-dismutase (SOD)
involved in antioxidant metabolism [27]. Likewise, calcium and magnesium content has
been associated in a high and positive way with seminal plasma TAC [28] There are
different proteins that serve as cellular receptors and transporters of these vitamins and
ions, allowing their antioxidant activity in both the plasma membrane and inside the cell
[29 - 31]. In addition, enzymes such as superoxide dismutase, glutathione peroxidase
and catalase, physiologically control the balance between ROS production and

neutralization in stallion semen [32]

There are few reports for measuring TAC on equine seminal plasma. Restrepo et al. [16],
obtained a mean of ORAC of 4049.4 + 4031.7 umol Trolox/L of raw seminal plasma of
24 stallions. This result could be considered as superior to that found in this research for
the LSP pool (13679.4 + 911.6 pumol Trolox/100 g of raw LSP), since per each L of liquid
SP a mean of 21 g of LSP was obtained, for which it would correspond to 2874.6 £ 191.4
pmol Trolox/L of raw seminal plasma. However, it is important to consider that variability

in TAC values can be attributed to the high variability of seminal plasma composition
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between individual stallions [33]; since its components can vary by some environmental
factors, such as season of collection, temperature, nutrition, and stress [34], and this can
influence its TAC. Gurler et al. [35], observed that the amount of TAC differed between
bulls, but not between ejaculates within bulls, and related it to sperm quality before and
after cryopreservation. On the other hand, Barranco et al. [36], found that measurement
of seminal plasma TAC could be a discriminative tool to prognosis fertility in breeding

boars.

It is widely known that cryopreservation process reduces semen quality [37], due to
osmotic and thermal shocks that induce a ROS increase [38]. In this study, the results
show a decrease in post-thaw quality of cryopreserved semen respect to fresh semen
(Table 4-2). A decrease in motility of cryopreserved semen has been related to lipid
peroxidation of the plasma membrane and alteration of mitochondria [39]; additionally, it
is known that damage to the plasma membrane results in irreversible loss of fertilizing
capacity of spermatozoa [40]. In this research, the functional and structural integrity of
the membrane, were evaluated through the HOS and SYBR14-PI tests (SV), other
studies have also reported this simultaneous evaluation, observing a positive correlation
between these [41, 42]. There are different factors that may influence the motility and
kinetics of cryopreserved equine spermatozoa, such as the extender, the system and
rate of freezing, the storage volumes of semen used [43, 44], the age and the breed of
the animals [45]. Among these factors, we consider that the breed has an important
influence on post-thaw spermatic kinetics, because as in this study, other investigations
using the Colombian Creole horse have reported, lower values of VCL (between 60 and
100 um?/sec) [46, 47] compared with other breeds [43, 44]. On the other hand,
Nascimento et al. [48] analyzed sperm freezing in 0.25 and 0.5 mL straws using an
automated system and reported higher VCL in frozen-thawed semen stored in 0.25 mL
than in 0.5 mL straws. In this study, we used 0.5 mL straws, which could result in lower

post-thaw VCL values.

The supplementation of semen extender with either enzymatic or non-enzymatic
antioxidants has proven to be effective for scavenging excessive ROS generation and
thereby preventing oxidative stress [49]. Seminal plasma represents the most important
form of antioxidant defense available to spermatozoa [3], because it contains many
chemical components with antioxidant properties, which determine its TAC [36]. The
results of this study show that supplementing stallion semen with low and medium ORAC
levels of seminal plasma before the freezing process has a positive effect on the post-
thaw TM and HOS of spermatozoa (Table 4-3). These results suggest that semen

supplemented with low and medium ORAC levels of seminal plasma would undergo less
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oxidative stress during cryopreservation, resulting in better sperm cryosurvival measured
in terms of post-thaw motile spermatozoa with intact membranes. Similar results were
reported by Barranco et al. [36], who showed that seminal plasma TAC contributes to
the ability of boar spermatozoa to better sustain preservation, particularly
cryopreservation. It has also been proposed that some supplements may increase
enzyme activities and TAC against cryodamage [50]. Additionally, seminal plasma TAC
in bulls has been negatively correlated with lipid peroxidation of cryopreserved sperm
[35]. In the equine species, Restrepo et al. [16], found that TAC evaluated by the ORAC
assay had a significant effect on the sperm motility and normal morphology of stallion
semen. In humans, it has also indicated a positive relationship between seminal plasma
TAC and sperm quality and functionality [51, 52]. Ashrafi et al. [50], observed increases
in VAP, VSL and ALH of frozen-thawed bovine semen with the treatment of highest TAC,
which shows that this parameter also has direct effects on kinetics of spermatozoa.

In this research, seminal plasma supplementation with medium and high ORAC levels
showed a decrease on VSL and SV, while a high ORAC level showed a decrease in
post-thaw TM and PM (p<0.05) (Table 4-3). This can be attributed to some antioxidants
present in seminal plasma that can become prooxidants [53]; it all depends on their
concentration and the nature of neighboring molecules [54]. Vasconcelos et al. [25] found
that high concentrations of ascorbic acid supplementation had a negative effect on post-
thaw membrane lipid peroxidation of stallion sperm, because in the presence of transition
metals, vitamin C makes radicals highly reactive and more destructive, thus generating
more free radicals. Prooxidant effects have also been described for a-tocopherol and

phenolic acids, under certain conditions [53].

Some changes considered as descriptive of stallion sperm hyperactivity are a VSL [55],
MP and BCF decrease, as well as an ALH increase [56]. Some of these changes were
observed for high ORAC level supplementation (Table 4-3). Generally, elevated ALH is
not desired because it affects cellular progression; therefore, higher ALH values denote
lower seminal quality [57]. On the other hand, VAP and VSL have a strong positive
correlation with fertility and can be used to estimate fertility in semen samples [58]; a
high ORAC level supplementation yielded low results for both parameters, which could

be due to a prooxidant effect and the consequent decrease of seminal quality.

Variability in sperm freezability among stallions is a widely known issue [59]; and even,
an intra-individual variation of semen quality and cryosurvival has been described [60].
Different researchers have used the post-thawing PM as a criterion for the definition of

stallion semen freezability (poor <35% or good> 35%) [23, 61]. Recently, Vilagran et al.
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[62], demonstrated that quantitative differences in seminal plasma composition play an
important role in such variability, between ejaculates from boars with good and bad
sperm freezability. In this species, ejaculate portions with better or worse sperm
cryosurvival were clearly related to those with higher or lower TAC seminal plasma
values, respectively [48]. This could explain the results obtained in the present study,
because samples with good freezability, and therefore with possible high TAC, would not
need ORAC supplementation, showing no significant effect or even a deleterious effect
by excess of it (Figure 4-1). In contrast, for poor freezability samples, low and medium
ORAC levels of seminal plasma supplementation showed higher results (p<0.05) for
post-thaw TM and HOS, which could be explained because they are samples that may
have a low TAC, and its supplementation would have beneficial effects on post-thaw
semen parameters by reducing ROS. However, high levels of ORAC could generate an
excess of some antioxidant compounds and therefore a prooxidant effect, which was
observed for HOS and PM of good and poor freezability samples, respectively (Figure
4-1).

A reduction of spermatic kinetics parameters between good and poor freezability
samples, was found (Table 4-4). In other species, parameters as VAP, VCL, and VSL
have been proven to be good indicators of sperm freezability [63, 64] and have even
been used as criteria for the classification of good or bad freezability samples [63]. A
VSL decrease in both good and poor freezability samples, when supplemented with a
high ORAC level, was observed; as well as an increase for ALH with medium and high
levels of ORAC supplementation. This may be due to the possible pro-oxidant effect of
a high TAC level previously described.

In conclusion, supplementing stallion semen with lyophilized seminal plasma, before the

freezing process, can improve its freezability, according to the TAC contribution.
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5. Conclusiones y recomendaciones

Con la realizacion de esta investigacion se establecieron las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos ¢.+199A>G, c.+566C>A, c.+622G>A y c.+716A>G
dentro del gen CRISP-3 en equinos, encontrandose una asociacion con la calidad del
semen criopreservado en esta especie. Para el polimorfismo ¢.+199A>G y ¢.+622G>A,
el genotipo AA mostrd los mejores resultados para la movilidad total, progresiva y la
intregridad de membrana espermética en el semen equino post-descongelacion;
mientras que para el polimorfismo ¢c.+566C>A, el genotipo CC estuvo asociado con una
mayor movilidad total y progresiva del espermatozoide y un menor porcentaje de

anormalidades espermaticas luego del proceso de congelacién.

Esta investigacion es la primera aproximacion y podria convertirse en el punto de partida
para el estudio de marcadores genéticos candidatos de congelabildad del semen en el
Caballo Criollo Colombiano. Con el desarrollo de esta tesis, no sélo se evalu6 el
marcador molecular CRISP-3 desde el punto de vista genético, sino también bioquimico,
mediante la cuantificacion de la proteina CRISP-3 en el plasma seminal equino,
estableciéndose que un alto nivel de esta proteina esta asociado a una mayor movilidad,
cinética, viabilidad y morfologia del semen criopreservado. Lo anterior, podria
emplearse como una herramienta de diagnéstico Util en los programas de seleccién de
los reproductores equinos, para la identificacion temprana de ejemplares con buena
respuesta a los procesos de congelacion de semen, con el fin de mejorar la eficiencia

en la aplicacion de otras biotecnologias reproductivas.

Se realizaron mediciones de diferentes componentes del plasma seminal como
proteinas totales, iones y vitaminas, encontrandose una alta variabilidad de los mismos
entre equinos. Se establecié que la composicion del plasma seminal influye en la calidad

del semen fresco, y que un alto nivel de vitamina E, cobre, hierro y zinc esta asociado
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con una mayor integridad de la membrana espermatica. Asi mismo, se encontr6 que la
composicion del plasma seminal equino liofilizado, suplementado para el proceso de
congelacion es determinante en la calidad post-descongelacion del semen. El estudio
del perfil bioquimico del plasma seminal realizado con este trabajo, permitio identificar
componentes asociados positiva y negativamente con la congelabilidad del semen
equino, a partir de lo cual se podrian generar estrategias de suplementacion del semen
durante la criopreservacion e incluso esquemas de seleccion de reproductores, con la
finalidad de mejorar los indices de calidad del semen criopreservado de equinos de la

raza criollo colombiano.

Se demostré que la suplementaciéon del plasma seminal liofilizado de acuerdo a su
capacidad antioxidante total antes del proceso de congelacion, influye en la calidad del
semen criopreservado, mostrando un efecto benéfico evidente en muestras de baja
congelabilidad, en las que se encontré una mayor movilidad total e integridad de la
membrana espermatica, cuando se suplementaron con plasma seminal con un nivel
bajo y medio de capacidad antioxidante. Estos hallazgos podrian aplicarse como una
estrategia para mejorar la baja congelabilidad seminal de muchos de los reproductores
equinos en nuestro medio. Ademas la suplementaciéon con plasma seminal a partir de
su capacidad antioxidante total, podria ser una alternativa mas econdmica y sencilla que
la medicién y suplementacion de sus componentes individuales; asi mismo, podrian
generarse esquemas de suplementacion con el aporte antioxidante apropiado de
acuerdo a la congelabilidad de la muestra seminal, lo cual podria generar resultados

mas consistentes.
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Table S1. Primers used for amplification of SNPs within CRISP3 gene.
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SNP Position Forward primer Reverse primer Twm Product length
sequence (5" > 3) sequence (5" > 3") (°C) (bp)

CRISP3 58654 GGAGCAGAAAAAGG TGCTGCCTTTTTCAAG 62 392
c.+199 A>G CACATC TGAA

CRISP3 65296 TATCCGCAGTGAAC ATGCAAAACACAAAAT 62 375
c.+566 C>A ATTGGA GATTACTCA

CRISP3 67301
c.+622 G>A CGCTGAGCTTTGTC TGATTCCAAACCGTAA 62 354

CRISP3 67395 CAGTCCT TGCA

c.+716 A>G




