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Fisiologia y reproduccion animal

Evaluacion de la adicion de quercetina y
vitamina E al medio de criopreservacion
de semen ovino sobre la calidad
espermatica y fertilidad in vivo

Evaluation of the addition of quercetin and vitamin E to the
cryopreservation medium of ram semen on sperm quality and in vivo
fertility

Quercetina y vitamina E en fertilidad
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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto de la adicion de quercetina y vitamina E al medio de criopreservacion
de semen ovino. Materiales y métodos. El semen se colectd de tres sementales ovinos mediante
vagina artificial y se utilizd un diluyente comercial. Los tratamientos fueron: control; quercetina 200
MM; vitamina E 100 uM y la combinacion de quercetina y vitamina E. Se evalud la vitalidad, motilidad,
integridad del acrosoma y fertilidad in vivo. Las variables numéricas se analizaron con un ANOVA y la
tasa de gestacion con ji cuadrado. Resultados. En la evaluacion de las caracteristicas espermaticas
de motilidad no se encontré diferencia significativa entre tratamientos. El tratamiento con mayor
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto, fue quercetina 200 uM (22.33+2.51%)
comparado con los demas tratamientos (p<0.05). La fertilidad in vivo no fue estadisticamente sig-
nificativa, pero se encontrd una diferencia numérica en el porcentaje de gestacion con la adicidon
de 200 pyM de quercetina (51.92%) en comparacion a los demas tratamientos. Conclusiones. La
adicién de 200 uM de quercetina al medio de criopreservacion de semen ovino mejoro la vitalidad e
integridad del acrosoma, pero no el porcentaje de fertilidad in vivo.

Palabras clave: Antioxidante; congelacion; tasa de gestacion; caracteristicas espermaticas.
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INTRODUCCION

El objetivo de la criopreservacion es mantener la
viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides
a bajas temperaturas. Sin embargo, esta provoca
dafios y deficiencias en los espermatozoides.
Al momento de la criopreservacion, los
espermatozoides se exponen a impactos fisicos y
guimicos que dificultan la viabilidad, disminuyen
la motilidad, dafian el acrosoma y disminuyen
su fertilidad (Mata-Campuzano et al, 2015).
Esto se debe, en parte, al hecho de que la
criopreservacion induce estrés oxidativo, como
resultado de la formacion excesiva de especies
reactivas al oxigeno (ROS) (El-Khawagah et al.,
2020).

Se ha demostrado que numerosas plantas
tienen un efecto antioxidante, ya que contienen
flavonoides con capacidades antioxidantes como
la quercetina y vitaminas antioxidantes como
C, E, y A (Berkovich et al, 2013). La quercetina
es un flavonoide antioxidante comunmente
presente en vegetales capaz de eliminar las ROS
(El-Khawagah et al, 2020) y se ha reportado que
mejora la calidad del semen de borrego post-
descongelacion (Silva et al, 2012; Gibb et al,
2013). La vitamina E es un antioxidante lipofilico
que protege los acidos grasos insaturados contra
la peroxidacién, ya que es un potente eliminador
de radicales peroxilo y un inhibidor importante
de la reaccion en cadena de lipo-peroxidacién en
animales (Allai et al, 2018).

La integridad de la membrana es un requisito
fundamental para la viabilidad del espermatozoide
y el éxito de la fertilizacidon (El-Khawagah et al,
2020), y es precisamente aqui donde ocurren
las principales lesiones al momento de la
criopreservacion-descongelacion. Asimismo,
el dafio parcial o total del acrosoma de los
espermatozoides provoca una incapacidad para
fertilizar, ya que las muestras seminales con alta
proporcion de acrosomas alterados o ausentes
suelen tener una fertilidad baja. El uso de
quercetina en el semen reduce la peroxidacion
lipidica de los espermatozoides durante la
congelacion (El-Khawagah et al, 2020) y evita su
capacitacion prematura antes de la inseminacién
artificial (Restrepo et al, 2016). En este sentido,
la baja fertilidad reportada en inseminacién
artificial cuando se utiliza semen criopreservado
podria deberse a los dafios ocasionados en
los espermatozoides durante el proceso de
criopreservacion-descongelacion. Por lo anterior,
se ha propuesto la adicién de antioxidantes en
el semen para prevenir los dafos producidos en

ALEPRyCS 2022

los espermatozoides y mejorar la fertilidad del
semen en la inseminacién artificial.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue
evaluar la adicion de quercetina y vitamina E en
el medio de criopreservacion de semen ovino
sobre caracteristicas espermaticas y fertilidad
in vivo.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizo en la Universidad Auténoma
de Ciudad Juarez en las coordenadas 31°44'53,3"
Ny 106°26°39,6"” O. El procesamiento del semen
y la inseminacion artificial se realizaron durante
la época reproductiva (julio a febrero).

El semen se colectd individualmente de tres
sementales de la raza Katahdin mediante vagina
artificial, colectando dos veces por semana
durante seis semanas. Los procedimientos se
realizaron de acuerdo a las técnicas de cuidado
animal y salud en México (NOM-051-Z00-1995)
y con la aprobaciéon del Comité Institucional
de Etica y Bioética de la UAC] (CIEB-2019-1-
093). Se realizé6 un protocolo de dilucién con
un diluyente comercial (Two Step; Continental
Plastic Corp., EUA) con 6% de glicerol y 10% de
yema de huevo hasta obtener una concentracion
de 30x10° espermatozoides moétiles por pajilla
(0,25 mL). Las pajillas fueron congeladas
siguiendo un protocolo convencional en un bafo
de nitrogeno hasta llegar a una temperatura
final de -196 °C, almacenando 32 pajillas por
eyaculado. Las muestras se fraccionaron en
cuatro tratamientos: tratamiento control, se
realiz6 de forma convencional; tratamiento
quercetina (Q), se adicionaron 200 pM de
quercetina; tratamiento vitamina E (VE), se
adicionaron 100 pM de vitamina E y tratamiento
Q + VE, se adicion6 una combinacién de
quercetina (200 pM) y vitamina E (100 pM).

El descongelamiento del semen se realiz6 a 37 °C
por 40 segundos y se evalud la motilidad, motilidad
progresiva y la motilidad rapida mediante un
analisis de semen asistido por computadora
(CASA; AndroVision, Minitube, Alemania). La
evaluacion del dafio en la membrana acrosomal
se realizdé con una tincién de azul tripano y
Giemsa. Los espermatozoides se clasificaron en
tres tipos: vivos con acrosoma intacto, vivos con
acrosoma dafiado y espermatozoides muertos.

El estro se sincronizd utilizando esponjas
intravaginales impregnadas con 40 mg de
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acetato de fluorogestona por 12 d. Al retiro de
la esponja, se aplicaron 200 UI de gonadotropina
corionica equina. Las hembras se inseminaron
via intrauterina 55 h después del retiro de la
esponja por medio de la técnica de laparoscopia.
Se inseminaron 201 ovejas, repartidas de la
siguiente manera: control, 50 ovejas; quercetina
(Q), 52 ovejas; vitamina E (VE), 50 ovejas; vy
tratamiento Q + VE, 49 ovejas. El diagnostico
de gestacion se realizé6 mediante ultrasonido con
transductor lineal 6.5 MHz (Kaixin, Xuzhou Kaixin
Electronic Instrument CO., China), via rectal, 35
d después de la inseminacion.

Para el analisis, los datos porcentuales se
transformaron en arcoseno antes del analisis, se
realizd un analisis de varianza y se compararon
las medias mediante la prueba de Duncan. Para
la tasa de gestacién se utilizd la prueba de ji
cuadrado (SAS, 2009 / STAT version 9.3).

RESULTADOS

Los resultados del efecto de los diferentes
tratamientos sobre las caracteristicas
espermaticas de motilidad evaluadas se
muestran en la Tabla 1. En el estudio, ningun
tratamiento presenté diferencia significativa
estadisticamente (p>0.05) en las variables de
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motilidad, motilidad progresiva y motilidad rapida.
No obstante, numéricamente, el tratamiento
gue presentd mayor porcentaje de motilidad
(71.57%) y motilidad progresiva (68.13%) fue
el tratamiento de quercetina comparado con los
otros tratamientos.

En la Tabla 2 se presentan los porcentajes de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto
(VAI), espermatozoides vivos con acrosoma
dafiado (VAD) y espermatozoides muertos.
El tratamiento de quercetina obtuvo mayor
porcentaje de VAI en comparacion con los demas
tratamientos (P<0,05). Con respecto a los
espermatozoides VAD, los tratamientos vitamina
E (100 uM) y quercetina (200 pM) tuvieron mayor
porcentaje en comparacion con los tratamientos
control (convencional) y la combinacion de
vitamina E (100 uM) y quercetina (200 pM)
(P<0,05). El tratamiento de quercetina (200 pM)
incremento significativamente la viabilidad de los
espermatozoides (P<0,05). También en la Tabla
2 se muestran los resultados de fertilidad in vivo
(tasa de gestacion). Contrario a lo esperado,
no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P>0,05).
Sin embargo, el tratamiento que mostré mayor
resultado porcentual (numéricamente) en la tasa
de gestacion fue el tratamiento de quercetina
con 51,92% de fertilidad.

Tabla 1. Efecto de la adicién de quercetina y vitamina E sobre las caracteristicas espermaticas de motilidad
de semen criopreservado de ovino (Media + desviacion estandar).

Tratamiento Motilidad (%)

Motilidad progresiva (%)

Motilidad rapida (%)

Control 67,20+20,82 2
Q 71,57+6,40 @
Vit E 69,36+11,41 2
Q + VitE 60,07+13,16 2

63,52+21,31 2 26,65+16,68 @

68,13+6,57 @ 27,31+8,22 2
65,92+12,62 2 31,48+13,152
53,95+14,50 @ 16,93+8,72 a

a Distintas literales entre filas indican diferencia estadisticamente significativa (P <0,05).

Tabla 2. Efecto de la adicidon de quercetina y vitamina E sobre la vitalidad, dafio del acrosoma vy fertilidad in
vivo en semen criopreservado de ovino (Media + desviacién estandar).

Vivos Acrosoma
Intacto (%)

Tratamiento

Vivos Acrosoma
Dafiado (%) (%)

Muertos (%) Tasa de gestacion

Control 8,66+4,50 P
Q 22,33+2,51 2
Vit E 10,66+2,08 b
Q + VitE 11,33+£2,08 b

48,33+4,50 b
58,66+1,52 @
52,00+5,29 2
41,33£3,21 °

43,00+4,00 be
19,00+2,64 2
38,3346,08 b
47,33+1,52 ¢

23/50 (46,00%) @
27/52 (51,92%) @
17/50 (34,00%)
21/49 (42,82%) @

ab.c Distintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P <0,05).
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DISCUSION

Para reducir el dafio provocado por los efectos
negativos de las ROS, diversos autores han
propuesto la suplementacion de antioxidantes a
los medios de congelacion, como la vitamina E
y quercetina. Por ejemplo, Sarlds et al. (2002),
Silva et al. (2012) y Abdi-benemar et al. (2015),
han evaluado la adicién de vitamina E en semen
de ovinos y reportan efectos favorables en la
integridad acrosomal, vitalidad y motilidad. Sin
embargo, en el presente estudio, no se encontrd
un efecto favorable de la adicion de vitamina E
en las variables de motilidad evaluadas. Estos
efectos contradictorios de la adicion de vitamina
E pueden deberse a diferentes componentes
de los diluyentes, ya que Sarlés et al. (2002)
mencionan que el efecto de la vitamina E varia
en respuesta al aztcar y amortiguador utilizado
en los diluyentes. Esto también podria explicar
por qué en el tratamiento donde se combiné la
vitamina E y la quercetina tampoco existié un
efecto favorable.

De la misma forma, se ha reportado que la
adiciéon de quercetina en semen de diferentes
especies, produce efectos favorables en la
motilidad e integridad acrosomal (Gibb et al,
2013; Ahmed et al, 2019; El-Khawagah et al,
2020), aunque algunos autores han reportado
gue no existen efectos positivos de la adicién de
quercetina (Silva et al, 2012) o incluso reportan
efectos negativos (Restrepo et al, 2016). En
el presente estudio, aunque la adicién de
quercetina no mostré una diferencia estadistica
en las variables de motilidad evaluadas, mostro
un mayor porcentaje (numéricamente) en las
variables motilidad y motilidad progresiva. La
falta de un efecto estadisticamente significativo
quiza pueda deberse a los excelentes resultados
de motilidad obtenidos post-descongelacion
del semen en todos los tratamientos, ya que
normalmente se reporta un rango de entre 30
a 50% para la motilidad post-descongelacién
(Abdi-benemar et al, 2015).

Estos resultados pueden deberse a que los
antioxidantes tienen un efecto protector, ya
gue al momento de la criopreservacion ocurren
deficiencias en la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides, y esto se debe a el dafio
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que causan las ROS. Aunque las ROS son
productos normales del metabolismo celular,
cuando existen niveles altos de estas, son
dafiinas para los espermatozoides y se generan
tanto en el momento de la criopreservacion y
en la descongelacion, danando la morfologia
del espermatozoide (Aitken, 2017), afectando
los lipidos y proteinas que protegen a los
espermatozoides, lo que puede provocar la
muerte de las células. En el presente estudio,
se utilizé una concentracion de 200 pM de
guercetina, que incrementd el porcentaje con
VAI comparado con los demas tratamientos.
Lo anterior indica un efecto protector de la
quercetina en la membrana acrosomal.

En un estudio realizado por Ahmed et al. (2019),
al adicionar 150 y 200 pM quercetina en el semen
criopreservado de bufalo, la fertilidad in vivo
fue mayor (61,82 y 65,22%, respectivamente)
comparada con el tratamiento control (sin ningln
aditivo; 46,90%). En el presente estudio, el
incremento numérico en la tasa de fertilidad
observado en el tratamiento con quercetina,
quizad pueda relacionarse con el incremento en
la vitalidad y la proteccion del acrosoma, ya
que esta concentracion de quercetina mostré un
incremento significativa en los espermatozoides
VAI en comparacion con los demas tratamientos,
lo que indica que la fertilidad del semen
criopreservado podria incrementarse mediante la
adicion de antioxidantes como la quercetina en
el diluyente, ya que la calidad del semen post-
descongelacion es uno de los factores que mas
influyen en la probabilidad de gestacion después
de la inseminacién (Ahmed et al, 2019).

En conclusidon, la adicion de 200 uM de
quercetina en el semen criopreservado de ovino
incrementd el porcentaje de espermatozoides
vivos con el acrosoma intacto y vivos con el
acrosoma dafiado, lo cual indica que cumplié
con sus funciones antioxidantes al proteger a los
espermatozoides de los dafios provocados por
la criopreservacion; sin embargo, esto no trajo
consigo un incremento en la tasa de gestacion.
Se recomienda seguir realizando estudios con
diferentes concentraciones de quercetina e
incrementar los estudios con antioxidantes en
pruebas in vivo.
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