Universidad Autdénoma de Ciudad Juarez

Instituto de Ciencias Biomédicas
Departamento de Ciencias Veterinarias

Maestria en Ciencia Animal

Evaluacién de la adicion de quercetina en semen

criopreservado de ovino sobre la fertilidad in vivo

Tesis para obtener el grado de

Maestro en Ciencia Animal

M.V.Z. Edson Eduardo Jiménez Aguilar

“Becado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia”

Bajo la direccion del Dr. José Maria Carrera Chavez

Ciudad Juarez, Chihuahua noviembre de 2020



APROBACION DE LA TESIS

Evaluacion de la adicién de quercetina en semen criopreservado de ovino sobre la fertilidad in vivo, reporte
de investigacion preparado por Edson Eduardo Jiménez Aguilar como requisito parcial para obtener el
grado de

MAESTRO EN CIENCIA ANIMAL

Ha sido aprobado y aceptado por:

Dr. José Maria Carrera Chavez

DIRECTOR DE TESIS

Dr. Andrés Quezada Casasola

ASESOR

PhD. Ernesto Orozco Lucero

ASESOR

Dr. Mateo Fabian Itza Ortiz

ASESOR

M en C. Mario Alejandro Prieto Caraveo

ASESOR



DECLARACION INSTITUCIONAL

EVALUACION DE LA ADICION DE QUERCETINA EN SEMEN
CRIOPRESERVADO DE OVINO SOBRE LA FERTILIDAD in vivo
Se permite el uso académico de informacion contenida en esta tesis, siempre y cuando se otorgue el crédito
correspondiente al autor. Para la reproduccidn parcial o total de este documento con fines académicos, se

debera contar con la autorizacion escrita de las autoridades que avalan esta tesis.

Dr. José Maria Carrera Chavez

COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL

Dr. Ramén Rivera Barreno

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE CIENCIAS VETERINARIAS

C.D. Salvador David Nava Martinez

DIRECTOR DEL INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS



DEDICATORIA
A mis padres, hermanos, maestros y amigos.

GRACIAS



AGRADECIMIENTOS
A mis padres Isidro Jiménez Gonzalez y Celina Aguilar Lozano que siempre me apoyaron en mis
proyectos y en el transcurso de mi carrera. A mis hermanos Angel Alfredo Jiménez Aguilar, Dante Isidro
Jiménez Aguilar y Eddie Emerson Jiménez Aguilar que siempre que los necesite estuvieron para

ayudarme y al pendiente de mi.

A mis maestros que me ayudaron durante el transcurso de mi maestria, por todo lo que me ensefiaron y
el tiempo que me brindaron. Al Dr. José Maria Carrera Chévez por ayudarme a realizar este proyecto y
el tiempo que dedico para poder realizarlo. Al Dr. Juan Alberto Quintero Elisea por la ayuda brindada
en este proyecto, la ayuda a lo largo de mi carrera, los conocimientos y experiencias obtenidas. Dr.
Andrés Quezada por el apoyo y al M en C. Mario Prieto y a la Granja El Papalote por el apoyo durante

el proyecto.

Gracias a la Lecheria Escobar por el apoyo que me brindo en mi proyecto, en especial para el Lic.
Romulo Escobar y al Ing. Rémulo Escobar, por darme la oportunidad y abrirme las puertas de su
empresa para poder llevar acabo mi proyecto de investigacion. Al MVVZ Jesus Gutiérrez y trabajadores
por siempre tener el tiempo para ayudarme con el trabajo de campo en la lecheria.

A mis amigos Cinthia Irigoyen, Theisy Patricia Acosta Pérez, Monica Bojorquez, Julidn Guedea y

Jaqueline Gallegos por todo el apoyo.



RESUMEN
Evaluacion de la adicién de quercetina en semen criopreservado de ovino sobre la fertilidad in

Vivo
Por:

Edson Eduardo Jimenez Aguilar

Existen deficiencias al momento de la criopresevacion del semen debido a varios impactos fisicos y
quimicos, y estos causan una baja en la fertilidad de los espermatozoides. Debido a lo anterior, se busca
reducir estos dafios utilizando antioxidantes en los diluyentes del semen. En este estudio se evalud el
efecto de la adicion de quercetina en semen criopreservado de ovino sobre las caracteristicas
espermaticas de motilidad (motilidad, motilidad progresiva y motilidad réapida), vitalidad, dafio
acrosomal y sobre la fertilidad in vivo. Se colect6 el semen de tres sementales ovinos utilizando vagina
artificial. Para la dilucion se utiliz6 un diluyente a base de TRIS y yema de huevo, para luego dividir las
muestras en cinco tratamientos: control (antibi6tico convencional); testigo (sin aditivos); quercetina 200
UM; vitamina E 100 uM; y la combinacién de quercetina y vitamina E (Q + VE). Una vez diluido el
semen, se envasoé en pajillas de 0.25 mL y se realizo la refrigeracidn del semen. La criopreservacion se
efectud en una hielera a vapores. Se evaluaron las caracteristicas espermaticas de motilidad mediante
un sistema de evaluacién de semen asistido por computadora. La integridad del acrosoma se evalu6
mediante la tincion azul tripano y Giemsa. Para probar la fertilidad in vivo se inseminaron 201 ovejas
por la técnica laparoscopia. Las variables se analizaron con un ANOVA y se compararon con una prueba
de Duncan; para la tasa de gestacion se utilizo la prueba de chi cuadrada. En la evaluacion de las
caracteristicas espermaticas de motilidad no hubo una diferencia estadisticamente significativa en los
diferentes tratamientos. En la variable espermatozoides vivos con acrosoma intacto, el tratamiento con
mayor porcentaje fue quercetina 200 pM (22.33+2.51%) comparado con los demds tratamientos
(P<0.05); en la variable espermatozoides vivos con acrosoma dafiado los tratamientos quercetina 200
MM (58.66+1.52%), testigo (50.00+£6.00%) y vitamina E (52.00+£5.29%) tuvieron una diferencia
significativa en comparacion con los tratamiento de testigo (48.33+4.00%) y la combinacién de
guercetina y vitamina E (41.33+3.21%)(P<0.05). En la fertilidad del semen criopreservado adicionado
con los diferentes tratamientos no hubo diferencia estadistica significativa, pero si mostré una diferencia
numérica en el porcentaje de gestacion con la adicién de 200 UM de quercetina en comparacion a los
demés tratamientos. En conclusion, la adicion de 200 uM de quercetina en el semen de ovino

criopreservado mostr6 una mejora significativa en los dafios estructurales del espermatozoide, aunque



esta mejora no fue capaz de incrementar el porcentaje de fertilidad in vivo después de la inseminacion

artificial.

Palabras clave: Antioxidante; congelacion; inseminacion artificial; laparoscopia; caracteristicas

espermaticas
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1. INTRODUCCION
Los espermatozoides al momento de la criopreservacion se exponen a varios impactos fisicos y quimicos

que dificultan la viabilidad y la fertilidad de los espermatozoides (Mata-Campuzano et al., 2015). La
criopreservacion del semen se acompafa de algunas deficiencias, por ejemplo, la disminucién de la
motilidad y viabilidad del espermatozoide. Esto se debe en parte al hecho de que la criopreservacién
induce estrés oxidativo y como resultado la formacion de especies reactivas al oxigeno conocidas como
ROS, por sus siglas en inglés (reactive oxygen species). Los &cidos grasos poliinsaturados de la
membrana son susceptibles al dafio de ROS, ya que su citoplasma contiene bajas concentraciones de las
enzimas que capturan los radicales libres (Karimfar et al., 2015). Es importante la adicion de
antioxidantes en los diluyentes para reducir el dafio a los espermatozoides por las bacterias, estrés
oxidativo y los ROS al momento de la criopreservacion. Debido a lo anterior se debe reducir el dafio al
momento a la criopreservacion. La adicion de antioxidantes en los diluyentes para la congelacion de
semen produce una mejora en la post-criopreservacion del semen ya que protegen a los &cidos grasos
poliinsaturados de los esperematozoides, previniendo asi el dafio por estrés oxidativo y ROS. Se ha
demostrado que numerosas plantas tienen un efecto antioxidante, como por ejemplo Moringa oleifera,
gue contiene flavonoides con capacidades antioxidantes como la quercetina, vitaminas antioxidantes
como C, E, y A (Bukar, 2010; Berkovih et al., 2013). La quercetina es un flavonoide que elimina los
ROS y se ha demostrado que mejora la calidad del semen después de la post- criopreservacion en semen
de borrego (Silva et al., 2012; Gibb et al., 2013). El alfa-tocoferol o vitamina E es el principal
antioxidante lipofilico que protege los acidos grasos insaturados contra la peroxidacién ya que es un
potente eliminador de radicales peroxilo e inhibidor importante de la reaccion en cadena de
lipoperoxidacion en animales (Allai et al., 2018). La adicion de vitamina E en los diluyentes de
congelacion produce una mejora en la post- criopreservacion del semen, previniendo el dafio por estrés
oxidativo (Jeong et al., 2009). Existen métodos para la mejora genética en la produccién de ovinos como
la inseminacién artificial (1A) es un método de reproduccion asistida donde se realiza de forma manual
y por medio de instrumentos especiales. La IA por laparoscopia se utiliza esta técnica debido a los dafios
gue ocurren en los espermatozoides al momento de la criopreservacion por lo cual mejora la fertilidad
utilizando semen criopreservado en comparacion a las otras técnicas (Salamoén et al., 2000; Hafez y
Hafez, 2002; Allai et al., 2018). No se tiene ningin reporte del uso de los antioxidantes como la
guercetina y la vitamina E en semen de ovino criopreservado probando la fertilidad in vivo utilizando la
técnica de laparoscopia. El objetivo de este estudio fue evaluar la adicién de quercetina, vitamina E y la
combinacion de estas en semen criopreservado de ovino sobre caracteristicas espermaticas y la fertilidad

in vivo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Métodos de coleccion de semen

El primer paso para la criopreservacion del semen es el uso de un método efectivo de coleccion de semen
(Marco-Jimenez et al., 2005). Aunque existen diferentes técnicas para recolectar semen, las mas
utilizadas son la vagina artificial, la electroeyaculacion y el masaje transrectal de las glandulas sexuales
accesorias, sin embargo, el uso de cada técnica esta en dependencia a la especie (Sylla et al., 2015). En
los ovinos, los métodos comunes de recoleccion de semen son el electroeyaculador y la vagina artificial,
esta Ultima con ventajas en cuanto a concentracién de semen y bienestar animal (Aguirre et al., 2005;
Alomar et al., 2016).

2.1.1 Electroeyaculador

Es un método muy util para obtener muestras de semen de carneros cuando no resulta posible el uso de
vagina artificial o animales que no estan entrenados para colecta de semen con vagina artificial y
animales imposibilitados para la monta. La electroeyaculacion es el método de eleccion cuando es
necesario obtener semen de un gran nimero de sementales (Marco-Jimenez et al., 2005). Colectar el
semen con electroeyaculador proporciona un mayor volumen de semen, pero con menos concentracion
de espermatozoides que la vagina artificial y existe peligro de contaminacion del semen con la orina
(Fallis, 2013). Esta técnica implica aplicar una serie de corriente corta de bajo voltaje a los nervios
pélvicos; la mayoria de los electroeyaculadores utilizan un pulso de onda sinusoidal a una frecuencia de
20-30 ciclos/s y con impulsos eléctricos < 8 0 9 V, con cada estimulacion la intensidad del voltaje
aumenta de manera constante y se mantiene durante 1 a 2 s, seguido 1 a 2 s de reposo con el fin de que
la estimulacion lleve a la protrusion del pene, la ereccion y finalmente la recoleccion de semen (Marco-
Jimenez et al., 2005; Palmer, 2005).

2.1.2 Vagina artificial
El mejor procedimiento para recolectar semen es con una vagina artificial, de construccion simple, que
simula la copula natural. La unidad proporciona temperatura, presion y lubricacion para producir la

eyaculacion y tiene un tubo calibrado unido para recolectar semen (Hafez y Hafez, 2002).

El uso de vagina artificial para la coleccion de semen da como resultado muestras de semen de mayor
calidad, en comparacién con el semen obtenido mediante electroeyaculacion, con el cual generalmente
las caracteristicas del semen como el volumen, la concentracion, los espermatozoides vivos y la

motilidad de los espermatozoides generalmente se ven afectadas (Malenaje et al., 2014).

La coleccion de semen con la vagina artificial requiere de un entrenamiento previo de los machos. Para

el entrenamiento y coleccion de semen se utilizan ovejas en estro, ovejas tratadas con hormonas, ovejas



gue no estén en estro y maniquies. Debido a la estacionalidad sexual de las ovejas y los efectos negativos
del tratamiento hormonal continuo en las ovejas, la opcién recomendada para lograr la recoleccion

continua de semen es el entrenamiento con ovejas que no estan en estro (Ambrosi et al., 2018)

2.2 Criopreservacion

La criopreservacion del semen contribuye a la expansion de técnicas reproductivas, tales como
inseminacion artificial, la transferencia de embriones y fertilizacion in vitro (Medeiros et al., 2002). La
criopreservacion de semen facilita estas técnicas reproductivas, ya que ofrece ventajas practicas, ya que
no existe dependencia del tiempo y la distancia, y se puede preservar indefinidamente la genética de un
animal. El proceso de criopreservacion consta de cinco etapas: dilucion, refrigeracion, congelacion y
descongelacién (Zamiri, 2020). Las membranas de los espermatozoides contienen acidos grasos
poliinsaturados y por esta razén son susceptibles al estrés oxidativo. Para evitar los dafios del estrés
oxidativo, se han estado utilizando antioxidantes en los Gltimos afios (Toker, 2016; Banday, 2017). El
proceso de criopreservacion expone a los espermatozoides a varios impactos fisicos, quimicos y se
acompafia de algunas deficiencias (Avila et al., 2006; Barbas y Mascarenhas, 2009; Banday, 2017).
Estos impactos fisicos y quimicos dificultan la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides y también
pueden provocar la capacitacion espermatica prematura por una fluidez en la membrana, asi como por
la entrada del ion calcio; esta permeabilidad provoca una reaccion acrosémica prematura, la cual afecta
la capacidad del espermatozoide de fertilizar el ovocito al momento de la inseminacion artificial
(Cormier y Bailey, 2003). Todo esto se debe a la formacion de cristales de hielo intracelulares, dafios
osmaticos y por enfriamiento que causan dafio a las células espermaticas, fracturas citoplasmaticas o
incluso efectos en las estructuras del citoesqueleto o el genoma (Isachenko, 2003). Salamon y Maxwell
(2000) demostraron que en este proceso pueden existir diversos cambios bioquimicos, como la pérdida
de transaminasas oxaloacético glutdmicas, inactivacion de las hialuronidasas e incluso una
desnaturalizacion del &cido desoxiribonucléico (ADN). La criopreservacion puede ocasionar la

produccion excesiva de ROS y estrés oxidativo (Mata-Campuzano et al., 2015).

2.2.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el dafio las células causados por un desbalance de los radicales libres derivados
del oxigeno conocido como especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad de respuesta
antioxidante del organismo (Galina et al., 2018). Los ROS afecta la integridad genémica de los
espermatozoides induciendo entrecruzamientos de la cromatina, oxidacion de bases nitrogenada y
rupturas en las hebras del ADN, lipidos, azlcares y proteinas que protegen la célula, alterando los
sistemas enziméticos y las vias de sefalizacion celular, provocando la muerte celular. Los

espermatozoides necesitan pequefias cantidades de ROS para varias funciones, aunque niveles altos



provocan impactos negativos en la calidad del espermatozoide y perjudican su capacidad de fertilizacién
(Tvrda, 2011). En espermatozoides, la estructura de ADN es muy sensible al estrés oxidativo; cuando
el ADN pasa por un proceso oxidativo se producen cambios mutagénicos que afectan la calidad de los
espermatozoides, minimizando su capacidad de fertilizacion. Los cambios oxidativos juegan un papel
importante en la apoptosis y en el dafio al ADN (Mehraban et al., 2020). Como se menciond, los ROS
también pueden iniciar una cadena de reacciones que por Gltimo llevan a la apoptosis. La apoptosis es
un proceso natural en el cual el cuerpo remueve células viejas. Esto puede ayudar a remover células

anormales y prevenir su sobreproduccion (Agarwal y Allamaneni, 2006).

Los espermatozoides son extremadamente susceptibles al estrés oxidativo durante largos periodos de
almacenamiento aerdbico debido a que sus membranas son ricas en acidos grasos poliinsaturados. En
particular, los espermatozoides de ovinos son sensibles a la peroxidacién de los fosfolipidos de
membrana con una consecuente produccién de ROS si se compara con otras especies (Falchi, 2018). Lo
anterior ya que es rica en acidos grasos poliinsaturados y sensible al dafio inducido por el oxigeno
mediado por la peroxidacién lipidica, lo cual resulta en un descenso en la motilidad espermatica,
presumiblemente por una perdida rapida de ATP intracelular, lo cual lleva a un descenso en la viabilidad
espermatica, y a un incremento en los defectos morfoldgicos de la parte media del espermatozoide con
efectos perjudiciales en la capacitacion espermatica y la reaccion del acrosoma (Bansal y Bilaspuri,
2011). Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que pequefias cantidades de ROS son
necesarias para varias funciones normales de los espermatozoides (capacitacion y reaccion acrosomal),
sin embargo, niveles excesivos pueden tener un impacto negativo en la calidad de los espermatozoides
y perjudicar su capacidad total de fertilizacion (Tvrda, 2011), ya que un desequilibrio puede afectar la
funcion espermatica durante el almacenamiento prolongado. Los mecanismos antioxidantes involucran
sistemas enzimaticos como la superéxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa, y moléculas organicas diversas entre las que se incluyen las vitaminas E y C, que cumplen su
funcién antioxidante al disminuir el porcentaje de peroxidacion lipidica. Sin embargo, durante el
procesamiento, la concentracion de los antioxidantes presentes en el semen se puede reducir por
dilucion, y los espermatozoides producen grandes cantidades de peréxido de hidrogeno que disminuye

la motilidad de los espermatozoides después del descongelamiento (Falchi et al., 2018).

2.3. Propiedades de Moringa oleifera

El uso de las plantas es una de las diferentes alternativas naturales que nos ayudan el prevenir dafios a
los espermatozoides esta tiene diferentes partes que contienen un perfil importante de minerales, y son
una buena fuente de proteinas, vitaminas, aminoacidos, betacarotenos y varios fenélicos. La planta

moringa posee propiedades antitumorales, antipiréticas, antiepilépticas, antiinflamatorias, antiulcerosas,



antiespasmadicas, diuréticas, antihipertensivas, disminuye el colesterol, antioxidantes, antidiabéticas,
hepatoprotectoras, antibidticas y antifngicas. Ademas, las semillas de Moringa oleifera poseen poderes

purificantes del agua, floculando las células bacterianas Gram positivas y Gram negativa (Bukar, 2010)

2.3.1 Capacidad antioxidante de Moringa oleifera

Tiene componentes antioxidantes naturales como fenoles, flavonoides, acido ascorbico, vitamina E, B
carotenos, zinc, selenio, los cuales poseen potencial antioxidante, ademas de vitamina Ay B, riboflavina,
acido nicotinico, &cido folico, piridoxina, aminoacidos, minerales y compuestos fendlicos (Moyo et al.,
2012; Vongsak et al., 2013). Wang et al. (2017) afirman que los antioxidantes tales como flavonoides
tienen la habilidad de tomar los radicales libres y reducir el riesgo de muerte celular. Como se menciono
anteriormente, la quercetina es un flavonoide que elimina las especies reactivas de oxigeno y se ha
demostrado que mejora la calidad del semen después de la post-descongelacion en semen de borrego
(Silva et al., 2012; Gibb et al., 2013).

Rivas (2002) afirma que los flavonoides poseen una elevada afinidad de unién con proteinas y con otras
macromoléculas bioldgicas; los sistemas de defensa fisioldgica frente al dafio generado por radicales
libres se clasifican en tres categorias: antioxidantes que previenen la formacién de radicales libres,
antioxidantes captadores de radicales libres, que inhiben la iniciacion del proceso oxidativo o bien
interfieren en el proceso de propagacion, y antioxidantes que acttian revirtiendo el proceso de oxidacion.

Drago et al. (2006) mencionan que los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con
actividad antioxidante, que incluye los fenoles &cidos y flavonoides, basicamente, la actividad

antioxidante es la inhibicion del dafio ocasionado por reacciones oxidativas.

2.4 Antioxidantes
2.4.1 Vitamina E

La vitamina E es el principal antioxidante lipofilico que protege los &cidos grasos insaturados contra la
peroxidacion, ya que es un potente eliminador de radicales peroxilo e inhibidor importante de la reaccién
en cadena de lipoperoxidacién en animales (Cabrita et al., 2011; Allai et al., 2018). Por lo tanto, participa
en la disminucidn del estrés oxidativo, influyendo en el control de la peroxidacion lipidica (Satorre et
al., 2013).

La peroxidacion lipidica de la membrana, mediada por ROS y el estrés oxidativo, causan dafios durante
la criopreservacion a los espermatozoides y es importante mencionar que los antioxidantes pueden
proteger al espermatozoide contra los ROS; la vitamina E puede romper los enlaces covalente que los

ROS han formado entre las cadenas laterales de &cidos grasos en los lipidos de la membrana y es uno



de los principales protectores de la membrana contra los ROS y la peroxidacion de la membrana
(Vasconselos et al., 2014).

La adicion de vitamina E en los diluyentes para congelacion produce una mejora en la post-
descongelacion del semen, previniendo el dafio al estrés oxidativo y evita la apoptosis (Jeong et al.,
2009). Silviaetal. (2013) menciona que la adicion de vitamina E tuvo un efecto positivo en la integridad
de membrana plasmatica de los espermatozoides y en la motilidad progresiva del semen. Kheradmand
et al. (2006) informaron que la adicion de 1.0 o 2.0 mg/mL de vitamina E al diluyente basado en yema
de huevo/buffer citrato mejoro la motilidad y la integridad de la membrana espermatica en el semen de
refrigerado.

Se han realizado varios estudios donde demuestran los efectos que tiene el uso de vitamina E en los
diluyentes del semen de los ovinos, a continuacidn, se muestra la Tabla 1, con la revision de algunos
articulos en los cuales se le adiciono vitamina E en los diluyentes en diferentes concentraciones, en base
a esta revision bibliogréfica se eligié la concentracion a utilizar en las pruebas preliminares en este

estudio.

2.4.2 Acido ascorbico

El 4cido ascorbico es eliminador de radicales libres de origen natural (Korhonen et al., 2012). El 4cido
ascorbico, también conocido como vitamina C, es una vitamina gue es esencial para el funcionamiento
del cuerpo y se ha asociado con la fertilidad. Se ha observado que la adicion de acido ascorbico al
diluyente reduce el estrés oxidativo y aumenta la motilidad del espermatozoide (Hu et al., 2010; Paudel
et al., 2010). El acido ascérbico puede tener un papel en el mantenimiento de la integridad genética de
las células espermaticas mediante la prevencion del dafio oxidativo al ADN inducido por H202 de los

espermatozoides (Allai et al., 2018; Brininger et al., 2011).

2.4.3 Acido docosahexaenoico

El acido docosahexaenoico es un acido graso poliinsaturado de cadena larga que puede aumentar la
resistencia de la membrana plasmatica a los dafios causados por el enfriamiento, cumpliendo como
funcion antioxidante (Hu et al., 2010; Nasiri et al., 2012). Gholami et al. (2011) han propuesto que la
utilizacién del acido docosahexaenoico a altas concentraciones puede incrementar la flexibilidad del

espermatozoide y con ello incrementar la resistencia estructural.

2.4.4 Quercetina
La quercetina es un flavonoide antioxidante que suprime la formacion del ion superoxido y los quelatos
de hierro, ademés de inhibir la formacion de radicales peroxilipidicos estd cominmente presente en

alimentos como frutas verduras. Tiene varias actividades biolégicas, incluyendo antioxidantes y



actividad antimicrobial (Abdallah et al., 2011; Nitiema et al., 2012). Los compuestos fen6licos actiian

como captadores de radicales libres y, a veces, como guelatos metalicos, actuando tanto en la etapa de

iniciacion como en la propagacién del proceso oxidativo (Soares, 2002). Este antioxidante dietético se

compone de dos anillos de benceno conectados por un oxigeno que contiene un anillo de pireno

(Lakhanpal, 2007). La presencia y ubicacién de las sustituciones de hidroxilo (-OH) y el anillo B de tipo

catecol hacen de la quercetina un antioxidante eficaz que posee una actividad captadora de ROS mas

intensa que la vitamina E o C (Stojanovic et al., 2002). En el semen, reduce la peroxidacion lipidica de

los espermatozoides durante la congelacion y evita su capacitacion prematura antes de la inseminacion

artificial (Restrepo et al., 2016).

Tabla 1. Resumen de la revision de literatura de la utilizacion de vitamina E como aditivo en los

diluyentes de semen.

Referencia

Concentraciones

Resultados

Upreti (1997)

16,18 ,3.6 mM

Los resultados obtenidos mostraron un leve
incremento en la motilidad de los
espermatozoides, pero no fueron significativos
en las tres dosis utilizadas.

Sarl6s (2001)

0.5, 1, 2.5, 5 mg/mL

La concentracion mayor, 5 mg/mL, mostré que
protege mejor la integridad de la membrana y
acrosoma en comparacion con las otras
concentraciones.

Breininger et al. (2005)

200 pg/mL

Al adicionar 200 pg/mL de vitamina E mostro
mejor resultado en comparacién con los otros
tratamientos.

Jeong et al. (2009)

100, 200, 400, 600,800 pM

Motilidad espermatica, expresiones proteicas,
niveles de apoptosis. Se encontrd que los rangos
de las caracteristicas a evaluar una viabilidad
elevada, asi como la integridad acrosomal se vio
favorecida a dosis de 100 y 200 uM.

Da Silva et al. (2009)

50 uM

La vitalidad de los espermatozoides se mostro
mejor con la concentracion de 50 uM de
vitamina E.

Membrillo-Ortega et al.

(2011)

5 mg/mL

Mostr6 mejor resultado en  motilidad
adicionando una concentracion de 5 mg/mL de
vitamina E en comparacion con el control.

Silva et al. (2013)

60, 120 uM

Incrementé la integridad de las membranas
plasmética y mitocondrial, asi como los
parametros de motilidad.

Abdi-benemar et al.
(2015)

150 uM

La concentracion de 150 uM de vitamina E en el
diluyente mostro mejores resultados en
comparacion con los otros tratamientos.

Benhenia et al. (2016)

1 mg/mL

La adicidn de vitamina E con concentracion de 1
mg/mL aumentd significativamente la motilidad
progresiva y la velocidad espermatica.




Gibb et al. (2013) reportan que al utilizar quercetina en una concentracion de (0.15 mM) en semen
criopreservado de equino mostré mejor resultado en la motilidad de los espermatozoides al momento de
la descongelacién y también presentd un mayor porcentaje en espermatozoides con el acrosoma intacto
en comparacion con los otros tratamientos. En otro estudio Seifi- Jamadi et al. (2016) utilizaron
diferentes concentraciones de quercetina en semen criopreservado de equino teniendo mejor resultado
la concentracion de 0.1 mM comparado con los otros tratamientos, presentando un mejor resultado en
la motilidad y en la vitalidad e integridad de membrana no mostro un efecto significativo. La quercetina
se ha probado en fertilizacion in vitro utilizando semen de ovino colectado directo del epididimo y
criopreservado; se evaluaron las concentraciones de 5 y 10 pg/mL, que mostraron una diferencia
significativa en comparaciéon con los demas tratamientos (0, 20 y 50 pg/mL de quercetina); estas
concentraciones mostraron mejor resultado en el nimero de embriones obtenidos en la etapa de cigoto,

morula y blastocisto (Ardeshirnia et al., 2017).

Hay estudios en los cuales demuestran los efectos de uso de quercetina en los diluyentes del semen de
ovino. La Tabla 2 muestra una revision de algunos articulos en los cuales se les adiciond quercetina en
los diluyentes en diferentes concentraciones, con base a esta revision bibliogréafica se eligio la

concentracién a utilizar en las pruebas preliminares en este estudio (Tabla 2).

El Gnico articulo encontrado donde probaron la quercetina en la fertilidad in vivo fue el reporte realizado
por Ahmed et al. (2019), en el cual demostraron que la fertilidad in vivo al utilizar quercetina en el
semen criopreservado de bufalo con concentraciones de 150 uM (61.82%) y 200 uM (65.22%) se

incrementé comparado contra el control (46.90%).

2.5 Evaluacion de la integridad espermatica

La integridad de la membrana es un requisito fundamental para la viabilidad del espermatozoide v el
éxito de la fertilizacion (Martinez-Pastor et al., 2004). La integridad de la membrana plasmatica resulta
de gran importancia al momento de evaluar la viabilidad fundamental para la viabilidad del
espermatozoide y el éxito de la fertilizacion (Martinez-Pastor et al., 2004). Como se ha mencionado, se
ha asociado al estrés oxidativo con la reduccién de la motilidad espermatica, reduccién de la fluidez e
integridad de la membrana plasmatica, cambios en la funcién mitocondrial, alteraciones en la cromatina,
dafio al sistema antioxidante enzimatico, y dafios a la membrana acrosomal. Como resultado, se observa
una reduccién en la funcién espermatica y las células espermaticas pueden ser incapaces de fertilizar al
6vulo y producir una prefiez viable (Affonso et al., 2017). Por lo anterior, la evaluacion de la integridad
de las membranas plasmatica y acrosomal es fundamental, ya que se considera que este dafio es uno de
los principales factores perjudiciales durante la criopreservacion. Esto es particularmente importante

cuando el semen criopreservado es de la especie ovina, que contiene una mayor cantidad de fosfolipidos
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en su membrana, lo que ocasiona que sea mas dificil para criopreservar comparado con otros animales
de granja (Alcay et al., 2015).

Un espermatozoide debe mantener un acrosoma intacto hasta el momento en que se une a la zona
peldcida del ovocito. El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion lo que hace que
convenga realizar una valoracion especifica del mismo. La observacion del estado del acrosoma es uno
de los datos més importantes en la determinacion morfolégica. Su dafio parcial o total en los
espermatozoides conlleva a una incapacidad para fertilizar. Las muestras seminales con alta proporcion
de acrosomas alterados o ausentes suelen tener una fertilidad baja (Hidalgo et al., 2005). Sin embargo,
como se menciond anteriormente, la liberacion de oxigeno molecular, formando bajas concentraciones
de ROS, se requiere para gque el espermatozoide pueda realizar la capacitacién y la reaccion acrosomal,
con la consiguiente capacidad de fertilizacion. Es cuando hay un exceso de ROS, cuando se perjudica

la motilidad y capacidad de fertilizacion (Bucak et al., 2007).

2.5.1 Integridad del acrosoma (Ticion azul tripano/Giemsa)

Existen una variedad de métodos que permiten evaluar la integridad del acrosoma en muestras tefiidas.
Normalmente, estas técnicas requieren de la tincion de la region acrosomal, y puede incluir una tincion
para evaluar la vitalidad de los espermatozoides. En la tincion azul tripano/Giemsa, el uso de azul tripano
distingue a los espermatozoides vivos y muertos y Giemsa evalua los acrosomas dafiados. El azul tripano
penetra la membrana dafiadas de los espermatozoides muertos tifiéndolas de color azul y los
espermatozoides vivos no se tifien de ningln color. Giemsa se acumula en los espermatozoides con el
acrosoma intacto tifiéndolo de color purpura (Tartaglione y Ritta, 2004). De esta forma, los
espermatozoides se pueden clasificar en las siguientes categorias: vivos con el acrosoma intacto, vivos
con el acrosoma dafiado, muertos con el acrosoma intacto y muertos con el acrosoma dafiado (Gholami
etal., 2012).

2.6 Sincronizacion de estro

La induccion y sincronizacion del estro y de la ovulacion en ovejas consiste en el uso de métodos
naturales y farmacoldgicos efectivos que permiten manipular la fisiologia reproductiva de las hembras
ovinas, permitiendo la implementacién de programas reproductivos que permiten optimizar la
produccién y reproduccién, como es la inseminacion artificial y la transferencia de embriones (Cérdova
et al., 2008; Lozano et al., 2012).



Tabla 2. Resumen de la revision de literatura de la utilizacion de quercetina como aditivo en los

diluyentes de semen.

Bibliografia Concentraciones Resultados
Rosatti et al. (2003) 50 uM La concentracion de 50 puM mostré diferencia
significativa en comparacion con el control, obteniendo
una mejora en la motilidad y en la integridad del

acrosoma.
Silva et al. (2012) 5 pg/mL Motilidad progresiva, acrosoma y membrana no mostro
10 pg/mL diferencia significativa al comparar los tratamientos.
15 pg/mL
20 pg/mL
Gibb et al. (2013) 0.15 mM El semen criopreservado mostrd mejor resultado en la
motilidad de los espermatozoides al momento de la
descongelacion y también presento un mayor porcentaje
en espermatozoides con el acrosoma intacto en
comparacion con los otros tratamientos (catalasa y
cisteina).

Restrepo et al. (2016) 100 uM No obtuvo una diferencia significativa en comparacion
de los otros tratamientos siendo perjudicial para los
espermatozoides.

Seifi- Jamadi et al. (2016) 0.1 mMm La concentracion de 0.1 mM mostr6 mejor resultado
0.2 mM comparado con los otros tratamientos, presentando un
0.3 mM mejor resultado en la motilidad y en la vitalidad; en
integridad de membrana no mostr6 un efecto
significativo.

Seifi-Jamadi et al. (2017) 0uM La concentracion de 10 pM mostré mejores resultados
10 uM en motilidad, motilidad progresiva, viabilidad,

20 uM integridad de la membrana.

Banday et al. (2017) 5 pg/mL Se evalu6 motilidad y integridad acrosomal, pero no
hubo diferencias significativas

Ahmed et al. (2019) 50 uM Se compararon diferentes concentraciones de quercetina

100 uM en semen criopreservado de bdfalo. Se evaluaron
150 uM caracteristicas espermaticas y la fertilidad in vivo. Las
200 uM concentraciones que mostraron mejores resultados

fueron las de 150 uM con un porcentaje de 61.82% y 200
UM con un porcentaje de 65.22% en la fertilidad in vivo.

2.6.1 Métodos de sincronizacion de estro
2.6.1.1 Efecto macho

El efecto macho, es otro de los muchos factores que pueden influir en el comportamiento reproductivo
del rebafio. La presencia subita del macho con ovejas que han estado separadas durante un tiempo ejerce
un estimulo que se traduce en la presencia de estros, en especial en ovejas que estan en un proceso de
transicion de la época de anestro a la de estro o viceversa. También sirve para estimular aquellas que

aun, estando dentro de la estacion de apareamiento, no estan presentando estro (Buratovich, 2010).
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2.6.1.2 Esponja intravaginal

Es el método tradicional para la sincronizacidn de estros en pequefios rumiantes en épocas reproductivas
y no reproductivas (Lozano et al., 2012). La eficiencia de la sincronizacién de estro con esponja
intravaginal depende de algunos factores como lo son la especie, raza, manejo y sistema de empadre
(Martemucci et al., 2011; Kulaksiz et al., 2013).

Las esponjas vaginales son dispositivos fabricados a partir de espuma de alta densidad de poliuretano
impregnadas con progestagenos 30, 40 0 45 mg de acetato de fluorogestona (FGA) o con 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Akoz et al., 2006; Abecia et al., 2011). Estas esponjas se
insertan en el fondo de la vagina en contacto con el cérvix y tiene como ventajas su facil aplicacion y su

liberacion continua de la hormona (Dias et al., 2001; Swelum et al., 2015).

Los tratamientos con progestagenos utilizados por 12-14 dias, son comunes en la sincronizacion de estro
en pequefios rumiantes. Como resultado del tratamiento, un alto porcentaje de ovejas muestran estro,
pero la fertilidad es inferior a la de celo natural. Esta baja fertilidad posiblemente es debido a los cambios
hormonales, dando como resultado una asincronia entre el estro, la ovulacion y transporte espermatico
(Mellisho y Terrel, 2007).

Kalyan et al. (2016) realizaron un protocolo utilizando esponja intravaginal impregnada con
progesterona y eCG para la sincronizacion. Se insertd la esponja intravaginal (AVIKESIL-S) y se dejo
en la vagina un periodo de 12 dias; después retird esponjas y administré 200 Ul de eCG (Folligon,
Intervet) via intramuscular al momento del retiro de la esponja. EI 100 % de las ovejas mostraron signos
de estro y fueron inseminadas a las 56 horas de retirada la esponja via cervical a las hembras que

presentaron estro.

Kermani et al. (2012) reporta que luego de retirado el dispositivo, se aplica la eCG ya sea dos dias antes
de la retirada del dispositivo o al momento de la retirada. La dosis que se aplica es de 250 a 400 Ul via
intramuscular como dosis Unica dependiendo de la condicidn corporal del animal. El porcentaje de
hembras que presentan estro es de 96.7% (Avendafio et al., 2007) a 100% (Uribe-Velasquez et al., 2008).
El estro se manifiesta de 36 a 48 h después de retirado el dispositivo y aplicada la eCG, y la ovulacion
de 10 a 12 h después del estro (Naim et al., 2009).

2.6.1.3 Dispositivo de liberacion interna controlada de progesterona
Dispositivo hecho de elastdmero de silicon impregnado con 300-400 mg de progesterona (Lozano et al.,
2012; Balcéazar et al., 2013). Con los dispositivos siliconados, la presentacion de vaginitis e infecciones

vaginales son casi inexistentes (Tondello et al., 2010; Abecia et al., 2012).
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Fraire et al. (2013) mencionan en un estudio que el 99% de las ovejas entran en estro con el uso del
dispositivo de liberacion interna controlada de progesterona (CIDR) de 0.3 g de progesterona durante
nueve dias. En el séptimo dia se aplico via intramuscular 1.0 mL de un analogo de PGF2a a todas las
borregas, con la finalidad de lisar cualquier cuerpo lUteo presente y homogeneizar el estado fisiol6gico
del ciclo estral. En el dia ocho del protocolo de sincronizacién se aplicaron por via intramuscular 300
Ul de eCG con la finalidad de incrementar el nimero de ovulaciones y homogeneizar la presentacion
del estro. El dia nueve del protocolo, se retiraron los dispositivos de progesterona, iniciando la deteccién
de estros 12 h después, con intervalos de 4 h, durante 120 h.

2.7 Inseminacion artificial

La inseminacion artificial (1A) es un método de reproduccion asistida en el que se deposita semen en el
aparato reproductor de la hembra de forma manual y por medio de instrumentos especiales. Existen
diferentes tipos de inseminacion artificial (Cérdova et al., 2008). En el caso de las ovejas, la
inseminacion transcervical simple, tiene uso reducido debido principalmente a la compleja anatomia del
cérvix ovino, que no permite el paso de un catéter de inseminacién y por la pobre calidad del semen
congelado (Falchi, 2018), ya que en esta especie estan estrechamente vinculados a la via de aplicacién
de los espermatozoides que se utiliza en la A (Alvarez et al., 2019). Por lo anterior, la A en esta especie
se realiza via intrauterina con la ayuda de un laparoscopio, aunque el uso repetido de este método sigue

siendo una preocupacién para el bienestar animal (Candappa, 2011).

Los primeros reportes sobre la inseminacion artificial fueron realizados en Rusia por Ivanow en 1907.
En la produccién de ovinos, se tiene registro que en el afio 1933 el cientifico Walton fue de los primeros
en realizar esta técnica de inseminacion en un lote de borregas, afios después se llevo a programas de

inseminacion en Rusia (Cérdova et al., 2008).

La inseminacion artificial, cuando se utiliza en conjunto con esquemas de pruebas de progenie precisas,
puede incrementar de forma significativa el progreso genético, incluyendo la especie ovina; sin
embargo, para poder maximizar estos beneficios, utilizar semen criopreservado es fundamental. Sin
embargo, en las ovejas, por la limitacion natural del cérvix, se requieren técnicas especializadas para

obtener resultados aceptables (Donovan et al., 2004).

2.8 Técnicas inseminacion artificial

Aungue la inseminacién cervical con semen fresco es la técnica mas utilizada a nivel mundial para la
inseminacion en oveja, ya que provee un método econdmico de utilizar el semen, generalmente no es
efectivo cuando se utiliza semen congelado-descongelado. En ovejas, el cérvix no solo es un reservorio

de espermatozoides, si no que funciona como una barrera, ademas de que dificulta la deposicion
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profunda del semen. Por lo anterior, se han generado diversas técnicas de inseminacion artificial en
ovejas, diferentes en complejidad, costo y efectividad, siendo las mas comunes la inseminacion vaginal,
la inseminacidn cervical (o transcervical cuando es posible atravesar el cérvix) y la inseminacién por

laparoscopia (Evans, 1988).

2.8.1 Inseminacion vaginal

También conocida como “tiro en la oscuridad”. Esta técnica consiste en depositar el semen en la parte
craneal de la vagina sin intentar localizar el cuello uterino. Los requisitos de este método son minimos,
tanto en manejo técnico y de las borregas. Sin embargo, se requiere de mayor numero de
espermatozoides por inseminacién y no es realmente susceptible de ser utilizado con semen congelado.
Ademas, las tasas de concepcion también son bajas después de la sincronizacién farmacolégica del estro,
por lo que se utiliza después de la deteccién del estro durante la temporada de reproduccion natural
(Evans, 1988).

2.8.2 Inseminacion cervical

Consiste en pasar la pipeta de inseminacion a través del cérvix. Es mas complicada en los ovinos, ya
que el canal cervical es mas estrecho y tiene pliegues cervicales, por lo que generalmente el depdsito
del semen se realiza en la entrada del canal del cérvix (Kershaw et al., 2005).

Para alcanzar a lograr la fertilizacion, el espermatozoide migra a través del aparato reproductor de la
hembra cruzando barreras fisioldgicas y anatémicas, siendo el cuello uterino y el istmo las principales

barreras para los espermatozoides después de la IA cervical en borregas (Santoloria et al., 2015).

Este método, con semen fresco, provee una manera econémicay relativamente efectiva de usar el semen;
sin embargo, no es suficientemente efectivo cuando se utiliza semen congelado-descongelado. Por ello,

se desarrollé la técnica de inseminacion intrauterina mediante laparoscopia (Evans, 1988).

2.8.3 Inseminacién artificial por laparoscopia

Esta técnica se realiza con la deposicién del semen directamente dentro del lumen uterino, evitando la
barrera natural del cérvix, lo que mejora de una forma radical la fertilidad (Salamdn et al., 2000; Hafez
y Hafez, 2002). Para llevar a cabo la inseminacion intrauterina, se introduce en la cavidad abdominal un
trécar y cdnulade 5a7 mm ala izquierda de la linea media de la ovejay a unos 5 cm de la ubre, cuidando
de no perforar las venas visibles a simple vista. Antes de introducir el trécar y cadnula de 5 mm a la
derecha de la linea media, es conveniente dejar ingresar aire dentro de la cavidad abdominal, lo que
facilita la visualizacion de los 6rganos internos. Reemplazando el trocar de 5a 7 mm por el laparoscopio,
se examina la cavidad abdominal para la localizacién de los cuernos uterinos. A través de la canula de

5 mm, se introduce el transcap con la vaina o aspic de inseminacion, con el volumen requerido de semen.
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La inseminacion de la dosis seminal se realiza mediante inyeccion en el tercio medio y en dorsal del
cuerno uterino, depositandose la mitad de la dosis de semen. EI semen debe fluir libremente hacia el

interior del Gtero. Se repite el procedimiento en el otro cuerno uterino (Hafez y Hafez, 2002).

El semen congelado se usa comunmente para el mejoramiento genético de los animales. Debe
depositarse el semen en la luz uterina para mejorar tasa de gestacion después de la inseminacion
artificial. La inseminacion artificial por laparoscopia implica el dep6sito de semen directamente en los
cuernos uterinos, proporcionando una tasa de gestacion mas alta que la inseminacidn artificial cervical
(Martinez-Rojero et al., 2007).

Masoudi et al. (2017) comparo tres técnicas de inseminacidén en ovinos (vaginal, transcervical y
laparoscopica) utilizando semen congelado comparando dos tratamientos, lecitina de soya y yema de
huevo, reportando que los mejores resultados de fertilidad fueron utilizando la técnica de laparoscopia

en los dos tratamientos con 44% con la lecitina de soya y 42% con la yema de huevo.
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3. HIPOTESIS

La adicién de quercetina en el semen criopreservado de ovino incrementa la fertilidad in vivo.

4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la adicién de quercetina en el semen criopreservado de ovino sobre la fertilidad in

Vivo.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el efecto de la adicion de quercetina sobre las caracteristicas espermaticas de motilidad en

semen criopreservado de ovino.

Valorar el efecto de la adicién de quercetina en el semen criopreservado de ovino sobre la vitalidad y

dafio acrosomal de los espermatozoides.

Evaluar la fertilidad in vivo del semen criopreservado de ovino adicionado con quercetina mediante

inseminacion artificial en ovejas sincronizadas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio y animales

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio Reproduccidn e Investigacion Animal del Departamento de
Ciencias Veterinarias del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICB), perteneciente a la Universidad
Autonoma de Ciudad Juérez (UAC)J). El trabajo de campo se realiz6 en una granja ubicada en Ciudad
Juérez 31°43'12.9"N 106°27'39.0"W al norte del Estado de Chihuahua (INEGI, 2020).

Se utilizaron tres sementales de la raza Katahdin, con una edad promedio de 3 afios con un peso
aproximado de 80-120 kg y con una condicion corporal de 4 (escala de 1-5 descrita por Russel et al.,
1969), originarios de rebafios de productores de la ciudad. Los animales se alimentaron con alfalfa
molida con maiz rolado y agua ad libitum. También se llevo a cabo un manejo de medicina preventiva
desparasitando y vacunando. Los animales fueron alojados en corrales de manejo con medidas de 3x3
metros en el Area de Investigacion de Rumiantes, localizada dentro del ICB; en esta misma éarea se llevo

a cabo la recoleccion de semen.

Se sincronizaron y se inseminaron por laparoscopia 201 hembras. Las hembras fueron alojadas en
corrales los cuales cuentan con sombra y un espacio minimo de 2x2 metros por animal. Son alimentadas
con alfalfa y concentrado comercial y agua ad libitum. Al momento de trabajar se llevaron las hembras
a un corral de manejo el cual cuenta con una manga o chute de manejo para evitar el mayor estrés de los

animales.
El estudio comenz6 en el mes de septiembre del afio 2018 y finalizé en el mes de mayo del 2020.

5.2 Coleccién de semen y evaluacién pre-criopreservacion

Se trabajo individualmente cada uno de los sementales para la coleccion de semen, utilizando la técnica
de vagina artificial descrita por Hafez y Hafez (2002). Una vez recolectadas las muestras de semen,
fueron conservadas a bafio maria a 37.5 °C (Presicion Water, Thermo Scientific, Estados Unidos de

América). Se colectd semen de tres borregos, trabajandolos dos veces por semana durante seis semanas.

5.3 Evaluacion macroscépica

Al momento de obtener la muestra de semen se observaron los valores de volumen, color y densidad.
Estos indicaron si la muestra era apta para ser criopreservada. Se observé el volumen del eyaculado >0.5
mL (Banday et al., 2017); el color del semen tenia que ser blanco, blanco cremoso y presentar una

densidad cremosa (Hafez y Hafez, 2002).
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5.4 Evaluacion microscopica

Utilizando una pipeta (Pipet Lite; Rainin Instrument, LLC., Estados Unidos de América) se tomaron 10
uL de la muestra de semen, la cual se depositd en una cAmara de recuento estandar de 20 um con cuatro
areas de conteo (Leja, Leja Products, Holanda), y se evalué mediante el analisis de semen asistido por
computadora (CASA; AndroVision, Minitube, Alemania). Mediante el analisis CASA, se obtuvieron
los siguientes datos: motilidad (%), motilidad local (%), motilidad progresiva (%), motilidad circular
(%), motilidad lenta (%), motilidad rapida (%) y concentracion (cels/mL) para poder realizar la dilucion
del semen. La muestra para poder ser criopreservada necesitaba cumplir con los siguientes requisitos
tener un volumen de 0.5 mL, una motilidad progresiva, >80%; y concentracién, 3 x 10° espermatozoides
/ mL (Camara et al., 2011).

5.5 Dilucion del semen

Se realiz6 un protocolo de diluyentes basado en TRIS (hidroximetil aminometano) y yema de huevo
dividido en dos fracciones, utilizando un diluyente comercial (Two Step; Continental Plastic Corp.,
Estados Unidos de América). Para realizar la dilucion se utilizaron dos mezclas del diluyente comercial:
mezcla A, que contiene 12.1 g de Tris, 6.9 g de acido citrico monohidrato, 5.0 g de fructosa 'y 170 mL
de agua destilada estéril. La mezcla B, que contiene 12.10 g de Tris, 6.9 g de acido citrico monohidrato,
5.00 g de fructosa, 70 mL de glicerol y 170 mL de agua destilada estéril. Llevando el 7% (v/v) de glicerol
en la mezcla final; el tratamiento control fue en el Gnico que se utilizé el antibidtico comercial y en los
otros tres tratamientos se sustituyo el antibiético comercial (60 mg de tilosina, 300 mg de gentamicina,
360 mg de espectinomicina y 180 mg de lincomicina) por diferentes concentraciones de quercetina y

vitamina E; todo se trabajo a una temperatura de 37 °C.

El volumen de eyaculado obtenido se diluy6 con la mezcla A y B (estos a una temperatura de 37 °C);
después de realizar el analisis de los datos volumen, concentracidn espermatica, motilidad progresiva y
porcentaje de células vivas en una hoja de calculo (Microsoft Office, Excel, Estados Unidos de América)
hasta obtener una concentracion de 120x10° espermatozoides métiles por mL de forma que en cada

pajilla tuvo una concentracion de 30x10° espermatozoides métiles por mL.

5.6 Refrigeracion y equilibramiento del semen

Una vez diluido, el semen se envasé en pajillas de 0.25 mL, las cuales fueron depositadas en un
recipiente que contiene agua a 37 °C y depositadas en un refrigerador a 5 °C para lograr que la
temperatura disminuyera paulatinamente a una velocidad de 0.5 °C por minuto durante una hora de
refrigeracion. Una vez que se alcanz6 una temperatura de 5 °C en el recipiente con las pajillas, se dejaron

una hora mas dentro del refrigerador para que la muestra se equilibraraa 5 °C.
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5.7 Proceso de criopreservacion del semen

Una vez que las pajillas fueron refrigeradas y equilibradas a 5 °C, se colocaron en una hielera con
nitrégeno liquido, se colocaron las pajillas en una rejilla a 5 cm del espejo de nitrégeno durante 10
minutos, luego se dejaron caer al nitrégeno y se dejaron reposar por 5 minutos. Después, las pajillas
fueron colocadas en un termo criogénico lleno de nitrégeno a una temperatura -196 °C para su
conservacion; permanecieron ahi hasta el momento de su andlisis y posteriormente la inseminacion

artificial por laparoscopia.

5.8 Evaluacion de caracteristicas seminales post-criopreservacion

El descongelamiento del semen se llevo acabo colocando cada pajilla a bafio maria (Presicion Water
282, Thermo Scientific, Estados Unidos de América) a 37 °C durante 40 segundos; se seco la pajilla, se
abrio la pajilla y se colocaron 10 uL en la cAmara de recuento estdndar y después de este proceso se
evaluaron motilidad (%), motilidad progresiva (%) y motilidad rapida (%), lo cual se evalu6 mediante

el analisis de semen asistido por computadora (CASA; AndroVision, Minitube, Alemania).

5.9 Estudios previos

Se realizaron estudios previos para definir la concentraciéon de quercetina en base a la revision de
literatura. Se trabajaron tres borregos y se congel6 dos veces por semana durante seis semanas. Primero
se hizo un estudio probando tres concentraciones diferentes. Las concentraciones que se utilizaron en
los estudios de prueba fueron 10, 50, 100 uM de quercetina y se compararon contra un testigo al cual se
le adiciond agua esteril y un control el cual llevaba antibiético convencional (tilosina 55 pg/mL,
gentamicina 275 ug/mL, espectinomicina 330 ug/mL, lincomicina 165 pg/mL). Al analizar los
resultados hubo una tendencia de que la concentracion mayor mostré mejores resultados y se hizo un
segundo estudio utilizando otras tres concentraciones de quercetina 100, 200 y 300 pM. La

concentracién que obtuvo mejores resultados fue la elegida para utilizarse en el estudio (ver resultados).

También para definir la concentracion a utilizar de la vitamina E se realizaron estudios previos para
elegir la concentracion a utilizar en el estudio, se utilizaron tres borregos congelando dos veces por
semana durante seis semanas. Las concentraciones que se utilizaron en estudios previos fueron 100, 200,
300 uM de vitamina E y se compararon contra un testigo y un control. La concentracion que mostro

mejor resultado fue la que se eligioé para la investigacion (ver resultados).

5.10 Tratamientos
Al preparar los diluyentes, las muestras diluidas se fraccionaron en cinco porciones similares y se

realizaron cinco tratamientos:
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Tratamiento control: Se realizd de forma convencional utilizando antibi6tico convencional (tilosina 55

pug/mL; gentamicina 275 pg/mL; espectinomicina 330 pg/mL; lincomicina 165 pg/mL).

Tratamiento testigo: Se reemplazo el antibiético convencional y se le agregd agua estéril.
Tratamiento quercetina: Se remplaz6 el antibidtico convencional y se agregd quercetina 200 uM.
Tratamiento vitamina E: Se reemplaz6 el antibidtico convencional y se le agreg6 vitamina E 100 pM.

Tratamiento Q + VE: Se reemplazo6 el antibiotico convencional y se le agreg6é la combinacion de
quercetina 200 pM y vitamina E 100 pM.

5.11 Evaluacion del dafio en la membrana acrosomal

Se tomaron 10 pL de la muestra de semen y se depositaron en un microtubo (Eppendorf, Alemania) de
1 mL y se agregaron 10 pL del reactivo azul tripano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), se mezcld
bien la muestra y se colocaron 10 pul en un portaobjetos y se realizo un frotis dejandolo secar al aire libre
a temperatura ambiente. Posteriormente, se fijé el frotis con etanol por dos minutos, después se enjuagé
gentilmente con agua destilada y se dejé secar al aire libre a temperatura ambiente. Una vez terminada
la fijacion con tincion de azul tripano, los portaobjetos se colocaron en un recipiente con tincion Giemsa
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) donde permanecieron 18-20 horas. Después, el portaobjetos se
enjuago gentilmente para eliminar el exceso de colorante con agua destilada, y se dejé secar al aire libre
a temperatura ambiente. De esta forma, los espermatozoides muertos se tifieron de color azul (azul
tripano) y los espermatozoides vivos no se tifieron de ningln color. Asimismo, los espermatozoides con
el acrosoma intacto se tifieron de color purpura en la region acrosomal (Giemsa) y los espermatozoides
que no acumularon la tincién en la region acrosomal se consideraron con dafio en la membrana
acrosomal (Tartaglione y Ritta, 2004). Con esto, los espermatozoides se clasificaron en tres categorias:
espermatozoides vivos con acrosoma intacto, espermatozoides vivos con acrosoma dafiado y

espermatozoides muertos.

La evaluacién de la tincion y conteo de las células espermaticas se realizdé por microscopia éptica a
100X (PrimoStar, Carl Zeiss, Alemania). Se realizaron tres frotis por tratamiento, haciendo un conteo

de 100 espermatozoides por frotis.

5.12 Sincronizacion y deteccién de estro

Se sincronizé el estro de las borregas utilizando esponjas intravaginales (Cronogest CR®, Intervet
international B.V. Boxmeer, Holanda) impregnadas con 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA). El
tratamiento consistio en la insercién de esponjas via vaginal en cada una de las hembras, para ser

posteriormente retiradas al dia 12, aplicando simultdneamente 200 Ul de gonadotropina coridnica equina
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(eCG; Novormon® 5000 Virbac, Argentina), via intramuscular. Todo manejo se realizé en un corral de
manejo el cual cuenta con una manga de manejo para evitar el mayor estrés de los animales. Se colocaron
las esponjas con un aplicador de esponjas (Cronogest CR®, Intervet international B.V. Boxmeer,
Holanda) se lubricé antes de ser introducida a la vagina y se asegur6 que este bien colocada (Figura 1).
Se limpio y desinfectd el aplicador antes de cada aplicacion. Todo procedimiento estuvo supervisado

por un médico veterinario zootecnista.

La deteccion de estro se realizo introduciendo a un semental a un corral con las hembras previamente
sincronizadas. Se marcaron las hembras que mostraron comportamiento de estro. El indicador de que la

hembra entr6 en celo (estro) es la aceptacion del macho al momento de la monta (Alhamada et al., 2017).

Figura 1. Colocacion de esponja intravaginal para sincronizacion de estro en ovejas.

5.13 Inseminacidn artificial por laparoscopia

Se pusieron en ayuno 24 horas antes de la inseminacion retirando agua y alimento. Se inseminaron las
borregas que entraron en celo por medio de la técnica de laparoscopia. Se les aplicé xilazina al 10%
(Cloridrato de xilazina 10%, Procin Equus, PISA Agropecuaria S.A. de C.V., México) via intramuscular
(0.5 mg/ kg de peso) antes de la intervencion, esto para tranquilizar a la oveja. Se coloca la oveja en

posicion decubito dorsal, sujetando sus cuatro extremidades sobre una camilla, y se coloca a 45 °.
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Se esquil6 la regién abdominal de la oveja y se desinfect6 con cloruro de benzalconio al 1% (Dermo
cleen CBD Concentrado, Degasa, México), se aplicd un anestésico local (clorhidrato de lidocaina al 2%;
Pisacaina, PISA, México), via subcutanea, por punto de incisién. Se hicieron dos incisiones con un
bisturi (numero 21) de aproximadamente 0.5 a 1 cm en la region abdominal. Después, se introdujo un
trocar de 7 mm (Miltex Inc. Estados Unidos de América) del lado izquierdo de la linea media de la oveja
y aunos 5 cm de la ubre para introducir el laparoscopio que permitié observar el Gtero. Se insuflé con
CO: la cavidad abdominal para observar mejor el Gtero y se introdujo del lado derecho de la linea media
el trocar de 5mm para introducir el aspic (Aspic IVM Cassou L’Aigle, Francia). Se descongelaron las
pajillas en un termo para descongelar (Cito Products Incorporated, Estados Unidos de América) a 37.5
°C por 40 segundos. EI semen se aplicé via intrauterina con ayuda del laparoscopio y el aspic (Aspic
IVM, Francia), la dosis de inseminar (0.25 mL), se reparti6 entre los dos cuernos uterinos. Al terminar
el procedimiento se aplic6 un cicatrizante, en cada incision y se le aplica una inyeccion de antibiético
(Oxitetraciclina 1 ml/10 kg de peso via intramuscular) para impedir una posible infeccion y se aplica en
caso de ser necesario un antipirético, analgésico, antiespasmodico y coadyuvante antiinflamatorio para
disminuir la inflamacién y dolor por la herida quirtrgica (Figura 2). Después se devolvid la oveja a su
corral para recuperacion. Los procedimientos de la inseminacion artificial por laparoscopia se realizaron

en un tiempo menor a los 5 minutos por borrega.

Para probar la fertilidad solo se utilizaron los tratamientos de testigo, quercetina, vitamina Ey Q + VE.
No se inseminé con el tratamiento control debido a que no se le adicion6 ninguna sustancia que tenga

un efecto antioxidante y antimicrobiano.

Figura 2. Inseminacion de una oveja con la técnica laparoscopia.

21



5.14 Diagnostico de gestacion

Se realiz6 diagnostico de gestacidn con ultrasonido (Kaixin, Xuzhou Kaixin Electronic Instrument CO.
China) a los 35 dias después de la inseminacion por laparoscopia a todas las ovejas inseminadas,
independientemente del tratamiento realizado al semen criopreservado. Se realizd en un corral que
cuenta con un chute de manejo para la sujecion de los animales. El diagnéstico se realizd de manera

rectal lubricando el transductor lineal 6.5 MHz con gel estéril (Figura 3).

= e —

Figura 3. Ecografia de una oveja. Flecha roja indica la presencia de saco amni6tico y embrién a los 35
dias de gestacion.

5.15 Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa SAS 9.0 (Inst. Cary, NC, Estados
Unidos de América). Los datos porcentuales se transformaron en arcoseno antes del analisis estadistico,
esto con el fin de transformar los datos porcentuales a datos numéricos. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) para las variables numéricas; motilidad progresiva, motilidad rapida, concentracion,
viabilidad de lamembrana, integridad del acrosoma. Se realiz6 un modelo completamente al azar usando
el PROC GLM del SAS, se ajustaron modelos lineales generalizados, para la evaluacion por ANOVA
de las caracteristicas espermaticas post-criopreservado. La comparacion de las medias entre los
tratamientos se realiz6 mediante la prueba de Duncan. Para la tasa de gestacion se utilizé la prueba de
chi cuadrado. Las diferencias se consideraron estadisticamente diferentes al nivel de P <0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 3 se observan los resultados de las diferentes concentraciones de vitamina E, control y
testigo que se utilizaron en los estudios preliminares para elegir la concentracion a utilizar en la
investigacion. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre las diferentes concentraciones
(P>0.05), aungue la concentracién de 100 uM de vitamina E fue mayor numéricamente, por lo que se
eligio el tratamiento para utilizarse en la investigacion al presentar los mejores resultados en las

caracteristicas espermaticas.

Tabla 3. Efecto de las diferentes concentraciones de vitamina E sobre las caracteristicas esperméticas

de semen criopreservado de ovino (Media + desviacién estandar).

Tratamiento Motilidad (%0) Motilidad progresiva (%)  Motilidad rapida (%6)

Control 43.63+5.88% 37.06+6.22% 12,94 +3.60 2
Testigo 52.17+£5.59° 47.89 +5.792 1524 +3.40°
Vit E 100 pM 56.35+5.082 50.17 +£5.83% 21.31+6.12°
Vit E 200 pM 34.95+5.60% 29.06 £5.94 ¢ 7.55+218%
Vit E 400 pM 36.23 +6.64 ® 31.18 +6.67 @ 8.39+252%

aDistintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P <0.05); Vit E: Vitamina E

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la comparacion de las diferentes concentraciones de
quercetina que se utilizaron para elegir la concentracion a utilizar en la investigacion (estudio preliminar
1). No se encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa (P>0.05); sin embargo, la
concentracién que tuvo mayor porcentaje en las tres variables de motilidad evaluadas (motilidad,
motilidad progresiva y motilidad rapida) fue de 100 uM de quercetina. En base a los resultados obtenidos
en este estudio preliminar, se decidi6 realizar un segundo estudio para elegir la concentracion de
quercetina, utilizando concentraciones mayores para observar si la tendencia de mayor concentracion
mejoraria las caracteristicas espermaticas del semen.

En la Tabla 5 se muestran los resultados del estudio preliminar 2 de quercetina. De forma similar al
estudio preliminar 1, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05). Sin
embargo, la concentracion que obtuvo mayor porcentaje (numéricamente) fue la de 200 pM de

quercetina, razon por la que fue elegida para utilizarse en la investigacion.
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Tabla 4. Efecto de las diferentes concentraciones de quercetina sobre las caracteristicas espermaticas de

semen criopreservado de ovino; estudio preliminar 1 (Media + desviacion estandar).

Tratamiento

Motilidad (%)

Motilidad progresiva (%)

Motilidad rapida (%)

Control 43.63 +5.88 ° 37.06 +6.22° 12.94+3.60°
Testigo 52.17 +5.59 ¢ 47.89 +5.79° 15.24+3.40°
Q10 uM 3443 +4.26° 28.59 +3.76° 6.20+1.40°%
Q50 uM 38.50 + 6.62 ® 3348 +6.30° 793+1.88%
Q 100 puM 51.34+597+% 49.37 +6.51° 1581 +3.53%

aDistintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05); Q: Quercetina.

Tabla 5. Estudio dos con diferentes concentraciones de quercetina sobre las caracteristicas espermaticas

de semen criopreservado de ovino; estudio preliminar 2 (Media £ desviacion estandar).

Tratamiento

Motilidad (%)

Motilidad progresiva (%)

Motilidad rapida

(%)
Control 43.63+5.88% 37.6+6.22° 12.94+3.60°
Testigo 52.17+5.59° 47.89 +5.79° 15.24+3.40°
Q 100 pM 51.34+5097° 49.37 +3.76° 20.36 +5.54 2
Q 200 pM 64.05+7.162 57.73+9.13% 23.81+554°
Q 300 uM 55.02+7.742 50.05+8.41% 20.82 +6.80°

aDistintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P <0.05); Q: Quercetina.

Con base a lo anterior, en la Tabla 6 se muestran los resultados del efecto de los diferentes tratamientos
sobre las caracteristicas espermaticas de motilidad evaluadas. En el estudio se encontr6 que ningdn
tratamiento presentd diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes tratamientos (P>0.05).
Sin embargo, numéricamente, el tratamiento que presentdé mayor porcentaje de motilidad fue el
tratamiento de quercetina 200 UM con 71.57% y de motilidad progresiva también mostro los mejores
resultados comparados con los otros tratamientos con un 68.13%. Sin embargo, en la motilidad répida

el tratamiento con mayor porcentaje fue el tratamiento de vitamina E con 31.84%.
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Tabla 6. Efecto de la adicion de quercetina y vitamina E sobre las caracteristicas espermaticas de

motilidad de semen criopreservado de ovino (Media + desviacion estandar).

Tratamiento Motilidad (%0) Motilidad progresiva (%)  Motilidad rapida (%)
Control 67.20+20.82 * 63.52+21.31° 26.65+16.68 *
Testigo 67.55+9.81 2 61.82+12.05° 24.55+11.57

Q 71.57+6.40° 68.13+6.57 * 27.31+8.22*
Vit E 69.36+11.41° 65.92+12.62 * 31.48+13.15°
Q+VitE 60.07+13.16 * 53.95+14.50® 16.93+8.72 2

aDistintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P <0.05); Q: Quercetina, Vit E: Vitamina E
Quercetina: 200 pM; Vitamina E: 100 uM; Q + Vit E: 200 uM de quercetina +100 uM de vitamina E.

Como se menciond anteriormente, la criopreservacion tiene como objetivo mantener la viabilidad y
funcionalidad de los espermatozoides a bajas temperaturas, pero esta provoca dafios y deficiencias en
los espermatozoides. Estas alteraciones se deben a la formacion de cristales de hielo intracelulares, dafios
osmaticos y por enfriamiento que causan dafio a las células espermaticas, fracturas citoplasmaticas o
incluso efectos en las estructuras del citoesqueleto o el genoma (Isachenko, 2003). Asimismo, la
criopreservacion induce el estrés oxidativo como resultado la formacion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en exceso, que es el responsable de afectar la estructura de los
espermatozoides, provocando una deficiencia en las caracteristicas espermaticas, pudiendo llegar afectar
el ADN, lipidos y proteinas que le dan proteccion a la estructura de los espermatozoides, ya que alteran
los sistemas enzimaticos y las vias de sefializacion celular lo cual puede provocar la muerte de las
células. Los dafios espermaticos causados por los ROS ocurren al momento de la criopreservacion y
post-criopreservacion e incluso durante el almacenamiento en nitrégeno liquido. Es importante
mencionar gque los espermatozoides generan pequefias cantidades de ROS que son importantes para
diferentes procesos fisiologicos de los espermatozoides tales como capacitacion, hiperactivacién y
fecundacion del espermatozoide al ovocito (Mata-Campuzano et al., 2015; Aitken, 2017); sin embargo,
una vez que estos niveles fisioldgicos sobrepasan los mecanismos de control oxidante, se ocasiona el
estrés oxidativo. Por lo anterior, para reducir el dafio provocado por los efectos de las ROS, se ha
empleado la suplementacion de antioxidantes a los medios de congelacion-descongelacion, como la
vitamina E y el acido ascorbico (Bathgate, 2011); como lo realizado en este estudio, en el cual la adicion
de quercetina, el cual, aunque no mostré una diferencia significativa, mostr6 un mayor porcentaje
(numéricamente) en comparacion con los demas tratamientos en la motilidad y en la motilidad

progresiva. Esto se puede deber a que la quercetina inhibe los radicales libres, ya que es un potente
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antioxidante y evita la capacitacion espermatica prematura antes de la inseminacion artificial y la
reaccién acrosomal durante su almacenamiento, por lo que mejora el tiempo de vida de los

espermatozoides (Restrepo et al., 2016; Seifi-Jamadi et al., 2016).

En este estudio, al adicionar una concentracion de 200 uM de quercetina en comparacion a los demas
tratamientos, este obtuvo mayor porcentaje en la motilidad y motilidad progresiva (numéricamente)
debido a que es un potente antioxidante que actia en los espermatozoides, inhibiendo los radicales libres,
y posee una actividad captadora de ROS mas intensa que la vitamina E (Stojanovic et al., 2002), evitando
la capacitacion espermatica prematura antes de la inseminacion artificial y la reaccién acrosomal durante
su almacenamiento, por lo que mejora el tiempo de vida de los espermatozoides (Restrepo et al., 2016;
Seifi-Jamadi et al., 2016). En este sentido, la motilidad pudo mejorarse numéricamente con la adicién
de 200 uM de quercetina, debido a que la criopreservacion ocasiona en el espermatozoide dafios letales
y modificaciones responsables de una reduccion de las caracteristicas espermaticas de motilidad. El
estrés oxidativo y el dafio osmoético causado durante los procesos de congelacién y descongelacion
alteran los lipidos y composicién proteica de la membrana espermatica, disminuyendo la motilidad y la
viabilidad (Membrillo-Ortega et al., 2011). Similar a lo encontrado en el presente estudio, Ardeshirnia
et al. (2017) demostraron que al utilizar quercetina en semen de ovino extraido del epididimo al
momento de la post-criopreservacién los espermatozoides mostraron mejor viabilidad al utilizar las
concentraciones de 5 y 10 pug/mL en los diluyentes del semen, pero la motilidad y motilidad progresiva
no se vieron afectadas en comparacion con el tratamiento testigo (0 pg/mL). Por otra parte, Ahmed et
al. (2019) utilizaron 150 y 200 uM de quercetina en semen criopreservado de bufalo y al evaluarlo post-
criopreservacion, estos tratamientos fueron mejores en comparacién con los demds tratamientos
(control, 50 y 100 uM de quercetina) en la motilidad progresiva, asi como en la integridad de la

membrana plasmatica en comparacion con el control.

En la Tabla 7 se presentan los porcentajes de los espermatozoides vivos con acrosoma intacto (VAI),
espermatozoides vivos con acrosoma dafiado (VAD) y espermatozoides muertos obtenidos en los
diferentes tratamientos. El tratamiento de quercetina, a una concentracion de 200 puM, mostré una
diferencia significativa en comparacion con los demas tratamientos en los espermatozoides vivos con
acrosoma intacto (P <0.05). Con respecto a los espermatozoides vivos con acrosoma dafiado no hubo
una diferencia entre los tratamientos control (antibi6tico), vitamina E (100 uM) y quercetina (200 uM),
pero si tuvieron una diferencia comparéndolos contra los tratamientos testigo (sin ningun aditivo) y la
combinacion de vitamina E (100 uM) y quercetina (200 puM) (P <0.05). Asimismo, y en concordancia

con lo establecido anteriormente, el tratamiento de quercetina (200 uM) fue el que mostro una diferencia
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significativa teniendo menos espermatozoides muertos en comparacién con los demas tratamientos (P
<0.05).

Estos resultados pueden deberse a que, como se menciond anteriormente, al momento de la
criopreservacion ocurren deficiencias en la motilidad y viabilidad de los espermatozoides, y esto se debe
a el dafio que causan los ROS (Karimfar et al., 2015). Aungue los ROS son productos normales del
metabolismo celular, cuando existen niveles altos de estos, los ROS son dafiinos para los
espermatozoides, y se generan tanto en el momento de criopreservacion y post-criopreservacion,
dafiando la morfologia del espermatozoide, lo que ocasiona que no se cumplan procesos fisioldgicos
como la capacitacion espermatica, hiperactivacion y la fecundacion del ovocito por el espermatozoide
(Aitken, 2017).

Tabla 7. Efecto de la adicion de quercetina y vitamina E sobre la vitalidad y dafio de acrosoma de los

espermatozoides en semen criopreservado de ovino (Media + desviacion estandar).

Tratamiento Vivos Acrosoma Vivos Acrosoma Muertos (%0)
Intacto (%) Dafiado (%)

Control 8.66+4.50 ° 48.33+4.50 ° 43.00+£4.00

Testigo 10.66+2.08 ° 50.00+6.00 * 39.3316.80 ®

Q 22.33+2.51+4 58.66+£1.52 @ 19.00+2.64 ©

Vit E 10.66+2.08 ° 52.00+£5.29 2 38.33+6.08 °

Q+ VitE 11.33+2.08 ° 41.33+3.21° 47.33+1.52°2

abc Distintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P <0.05); Q: Quercetina, Vit E: vitamina E

La integridad de la membrana es importante para mantener la viabilidad de los espermatozoides y es
donde ocurren las principales lesiones al momento de la criopreservacién. La reduccion e incremento
de la temperatura ocasiona dafios ultraestructurales y funcionales. La integridad de la membrana es un
requisito fundamental para la viabilidad del espermatozoide y el éxito de la fertilizacion (Martinez-
Pastor et al., 2004). En este sentido, el dafio parcial o total del acrosoma de los espermatozoides provoca
una incapacidad para fertilizar. Las muestras seminales con alta proporcion de acrosomas alterados o
ausentes suelen tener una fertilidad baja. El acrosoma juega un papel fundamental en la fecundacion, lo
que hace que convenga realizar una valoracién especifica del mismo. La observacion del estado del
acrosoma es uno de los datos mas importantes en la determinacion morfoldgica, ya que un
espermatozoide debe mantener un acrosoma intacto hasta el momento en que se une a la zona pelucida
del ovocito (Hidalgo et al., 2005).
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Como se menciond, el uso de quercetina en el semen reduce la peroxidacion lipidica de los
espermatozoides durante la congelacién y evita su capacitacion prematura antes de la inseminacion
artificial (Restrepo et al., 2016). Y esto se debe a que la presencia y ubicacion de las sustituciones de
hidroxilo (-OH) y el anillo B de tipo catecol hacen de la quercetina un antioxidante eficaz, ya que posee

una actividad captadora de ROS mas intensa que la vitamina E (Stojanovic et al., 2002).

En este sentido, al utilizar quercetina en una concentracion de 0.15 mM en semen de equino
criopreservado, no solo mostré mejor resultado en la motilidad de los espermatozoides al momento de
la descongelacién, sino también presento un mayor porcentaje en espermatozoides con el acrosoma
intacto en comparacion con los otros tratamientos (200 U/mL de catalasa y 0.2 mg/mL de cisteina; Gibb
et al., 2013). Sin embargo, Seifi- Jamadi et al. (2016) utilizaron una concentracién de 0.1 mM de
guercetina en semen criopreservado de equino y reportaron que tuvo un mejor resultado en la motilidad,

pero en la vitalidad e integridad de membrana no mostré un efecto significativo.

Similar a lo encontrado en el presente estudio, Ahmed et al. (2019) al utilizar 150 y 200 uM de
guercetina en semen criopreservado de bufalo se mostr6 que utilizando estas concentraciones los
espermatozoides mostraron menor dafio de la integridad de la membrana y dafio acrosomal en
comparacion a los demas tratamientos (control, 50 y 100 uM de quercetina). En el presente estudio se
utilizaron concentraciones similares de 200 UM de quercetina en semen criopreservado de ovino y fue
la que obtuvo una diferencia significativa con los demas tratamientos en los espermatozoides vivos con
acrosoma intacto, y los tratamientos que mostraron una diferencia significativa en los espermatozoides
vivos con el acrosoma dafiado fueron quercetina 200 UM, antibidtico convencional y vitamina E en
comparacion con el tratamiento testigo y la combinacion de quercetina y vitamina E. De igual forma, el
tratamiento que mostré6 menos espermatozoides muertos con una diferencia significativa fue el
tratamiento de quercetina 200 uM (P>0.05).

Respecto a los efectos de la adicién de vitamina E, diversos autores han evaluado la adicién de vitamina
E a los medios de criopreservacién de semen de ovinos, reportando efectos favorables en la integridad
acrosomal (Sarl6s et al., 2002), vitalidad (Da Silva et al., 2009), y motilidad (Membrillo-Ortega et al.,
2011; Silva et al., 2013; Abdi-benemar et al., 2015). No obstante, en el presente estudio no se encontrd
un efecto favorable de la adicion de vitamina E como antioxidante en las variables de motilidad
evaluadas y en la proteccion de la membrana acrosomal. El efecto favorable se esperaba debido a la
funcion bioldgica de la vitamina E, previniendo la peroxidacion lipidica de las membranas espermaticas
(Sarlés et al., 2002). Sin embargo, otros autores incluso han reportado efectos adversos de la adicion de
vitamina E en el semen de ovinos (Upreti et al., 1997). Los efectos contradictorios de la adicion de

vitamina E pueden deberse a diferentes componentes de los diliuyentes, ya que Sarlos et al. (2002)
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menciona que el efecto de la vitamina varia en respuesta al azUcar y amortiguador utilizado en los
diluyentes. Esto también podria explicar porque en el tratamiento donde se combind la vitamina E y la

guercetina no existié un efecto favorable en las variables evaluadas.

Finalmente, en la Tabla 8 se muestran los resultados de fertilidad (tasa de gestacidn) en las ovejas
inseminadas por laparoscopia con el semen criopreservado de ovinos adicionado con los diferentes
tratamientos. Sin embargo, y contrario a lo esperado debido a que el tratamiento con quercetina mejoro
la proteccion al acrosoma, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P>0.05).
Es importante mencionar que solo se utilizaron cuatro tratamientos para la inseminacion artificial,
excluyendo el tratamiento control (sin aditivos), ya que a este no se le adiciond ninguna sustancia que
pudiera proteger contra bacterias que se pudieran dispersar durante el proceso de la inseminacién
artificial, pudiendo incluso ocasionar infecciones en los tractos reproductivos de las hembras
inseminadas. Sin embargo, el tratamiento que mostré mayor resultado porcentual (numéricamente) en
comparacion a los demas tratamientos en la tasa de gestacion fue el tratamiento de quercetina 200 uM
con resultado de 51.92% de fertilidad diagnosticado a los 35 dias de gestacién. En el caso del tratamiento
gue incluye la adicién de vitamina E, la disminucion numérica pudiera deberse a lo mencionado con
anterioridad respecto a que los efectos de este antioxidante dependen de los compuestos utilizados
(azucares y amortiguadores) en la formulacion del diluyente (Sarl6s et al., 2002). Aunado a lo anterior,
no existen reportes donde se hayan evaluado los efectos en la fertilidad in vivo de la adicion de vitamina
E en los diluyentes, por lo que es necesario generar mas informacion para dilucidar estos aparentes

efectos contradictorios.

Es bien conocido que la criopreservacion dificulta la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides. La
baja fertilidad reportada en inseminacion artificial cuando se utiliza semen criopreservado podria
deberse a los dafios ocasionados en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion (Santiani
et al., 2007; Barbas y Mascarenhas, 2009), es decir, la etapa de congelacion-descongelacién del semen

provoca una reduccion significativa de la calidad del espermatozoide (Sousa et al., 2016).

Los dafios en las células suelen provocar desestabilizacion e incluso ruptura de las membranas, y pérdida
de componentes intracelulares, por ejemplo, enzimas metabolicas y el ATP, con la consiguiente pérdida
de la viabilidad espermatica (Bailey et al., 2003). La importancia de que la integridad de la membrana
se encuentre intacta al momento de la post-criopreservacion es porque juega un papel importante en la

viabilidad del espermatozoide y del éxito en la fertilizacién del ovocito (Martinez-Pastor et al., 2004).
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Tabla 8. Efecto de la adicion de quercetina y vitamina E en el semen criopreservado de ovino sobre la

tasa de gestacion a los 35 dias en ovejas inseminadas mediante inseminacién artificial por laparoscopia.

Tratamiento Tasa de gestacion (%o)
Control 23/50 (46.00%) 2
Q 27/52 (51.92%)®
Vit E 17/50 (34.00%) 2
Q+VitE 21/49 (42.82%) ®

aDistintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P <0.05); Q: Quercetina, Vit E: vitamina E

De igual forma, el dafio de la cromatina por lo general comienza en la region peri-acrosomal y las
regiones basales del espermatozoide y posteriormente se expande a otras regiones del nlcleo durante la
criopreservacion (Sousa et al., 2016), afectando considerablemente el estado del acrosoma o incluso la
vitalidad del espermatozoide. Su dafio parcial o total en los espermatozoides conlleva a una incapacidad
para fertilizar. Las muestras seminales con alta proporcién de acrosomas alterados o ausentes suelen
tener una fertilidad baja (Hidalgo et al., 2005). Sin embargo, los dafios producidos en los
espermatozoides podrian ser prevenidos usando antioxidantes adecuados en los diluyentes del semen
(Banday, 2017).

La quercetina es un antioxidante que actia en membrana, mitocondrias y acrosoma de los
espermatozoides protegiéndolos al momento del descenso de la temperatura durante la criopreservacion
(Seifi-Jamadi et al., 2016). En un estudio realizado por McNiven y Richardson (2006) determinaron
que la inclusion de 0.05 a 0.3 mmol de quercetina en la criopreservacion de semen de equino redujo
significativamente el porcentaje de espermatozoides que sufrieron capacitacion y reacciéon acrosomal al

momento de la descongelacion.

En el presente estudio, se utilizé la misma concentracion de 200 uM de quercetina que utilizaron Ahmed
et al. (2019), quienes reportaron incremento en la fertilidad in vivo en bufalos; sin embargo, aungue en
el presente estudio no fue estadisticamente diferente, mostré un mayor porcentaje (numéricamente) en
la tasa de gestacion (51.92%) en comparacion a los demas tratamientos evaluados. De igual forma,
Ardeshirnia et al. (2017) probaron la fertilidad in vitro del semen criopreservado de ovino colectado del
epididimo, la cual aument6 significativamente con el uso de quercetina con las concentraciones de 5y
10 pg/mL en comparacion con los demas tratamientos; ademas, estas concentraciones aumentaron el
namero de embriones en la etapa de cigoto, mérula y blastocisto. Asimismo, en el estudio realizado por

Ahmed et al. (2019), quienes utilizaron semen criopreservado de bufalo, demostraron que la fertilidad
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in vivo al utilizar quercetina en el semen criopreservado de bufalo con concentraciones de 150 y 200
UM fue mayor (61.82 y 65.22%, respectivamente) comparado contra el control (sin ningun aditivo;
46.90%). Lo anterior quizéa pueda relacionarse con la prueba de vitalidad y dafio del acrosoma, ya que,
con esta concentracion de quercetina, mostré una diferencia significativa en los espermatozoides vivos
con el acrosoma intacto en comparacion con los demas tratamientos, lo que indica que la fertilidad del
semen criopresevado puede incrementarse mediante la adicion de antioxidantes como la quercetina en

el diluyente.
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7. CONCLUSIONES
La adicion de quercetina en el semen criopreservado de ovino mostré una diferencia significativa en los
espematozoides vivos con el acrosoma intacto utilizando la concentracion 200 uM en comparacion con
los demés tratamientos, indicando que cumplié con sus funciones antioxidantes al proteger los
espermatozoides a los dafios provocados por las bajas temperaturas al momento de la criopreservacion.
Esto trajo consigo un mayor porcentaje en la tasa de gestacion en comparacion con los demas
tratamientos; sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente diferente. Se recomienda seguir
realizando estudios con diferentes concentraciones e incrementar los estudios con antioxidantes en

pruebas in vivo.
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