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RESUMEN

La capacidad antioxidante del plasma seminal
podria ser definitiva para el mantenimiento de
la viabilidad y la fertilidad del semen equino.
El propdsito de este estudio fue determinar la
capacidad antioxidante total (CAT) y los niveles de
produccién de especiesreactivas de oxigeno (ERO)
del plasma seminal equino, y su relacion con la
calidad espermatica. Se utilizaron 24 muestras de
plasma seminal de caballos Criollos Colombianos.
La produccion de ERO se evalud por la prueba
de fluoresceina diacetato (FDA), y la CAT por los
ensayos de capacidad atrapadora de radicales
oxigeno (ORAC), decoloracién del radical cationico
ABTS** (ABTS) y poder reductor férrico (FRAP).
La evaluacion estadistica se realizé mediante el
ajuste de modelos lineales generalizados (GLM) y
andlisis de correlacion. Las medias de produccion
de ERO, ORAC, ABTSy FRAP fueron de 0,74 URF/
min, 4.049,4 umol Trolox equivalente / I, 3.347,8
pmol Trolox equivalente / | y 23,9 mg de &cido
ascoérbico equivalente / |, respectivamente. Se
encontro un efecto significativo (P<0,05) de ORAC
sobre la movilidad y la morfologia espermatica.
Los valores de ORAC, ABTS y FRAP presentaron
correlaciones altas y positivas con la concentracion
seminal, mientras la producciéon de ERO estuvo
correlacionada de forma negativa con la vitalidad
y la integridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides. Se determiné que los niveles de
ERO y CAT del plasma seminal estan relacionados
con la calidad del semen equino. Este es el primer
reporte de evaluacion de la CAT del plasma seminal
equino mediante las metodologias ORAC y FRAP.
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ABSTRACT

The antioxidant capacity of seminal plasma could
be definitive for maintaining the viability and
functionality of equine semen. The purpose of
this study was to determine the total antioxidant
capacity (TAC) and the levels of production of
reactive oxygen species (ROS) of equine seminal
plasma, and its relationship with sperm quality. 24
samples of seminal plasma of Colombian Creole
horses were used. ROS production was assessed
by fluorescein diacetate test (FDA), and TAC by
assays of oxygen radical scavenging capacity
(ORAC),ABTS**radical cation discoloration (ABTS)
and ferric reducing power (FRAP). Statistical
evaluation was performed by fitting generalized
linear models (GLM) and correlation analysis.
The means of ROS production, ORAC, ABTS and
FRAP were 0.74 RFU / min, 4049.4 umol Trolox
equivalent /1, 3347.8 umol Trolox equivalent / | and
23.9 mg ascorbic acid equivalent / |, respectively.
A significant effect (P<0.05) of ORAC on motility
and sperm morphology was found. The values of
ORAC, ABTS and FRAP showed high and positive
correlations with seminal concentration, while ROS
production was negatively correlated with vitality
and integrity of the sperm plasma membrane. It
was determined that levels of ROS and CAT of
seminal plasma are associated with equine sperm
quality. This is the first report of TAC evaluation of
equine seminal plasma using ORAC and FRAP
assays.

Key words: antioxidants, reactive oxygen species,
fertility, stallions.
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INTRODUCCION

La calidad del semen equino es determinante
para el éxito de la inseminacién artificial y la
produccion de embriones, asi como es definitiva
en el nivel de tolerancia de los espermatozoides
a la criopreservaciéon. El plasma seminal,
secretado por las glandulas accesorias durante
la eyaculacion, facilita el transporte, la nutricion
y la proteccion de los espermatozoides en el
aparato genital femenino (Katila y Kareskoski,
2006). Adicionalmente, tiene importantes
funciones en el metabolismo espermatico y
en el proceso de fertilizacion (Guasti et al.,
2012). Entre los diversos componentes del
plasma seminal equino, se han identificado de
forma individual antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, los cuales tendrian como funcion
proteger los espermatozoides de los efectos
nocivos de las especies reactivas de oxigeno
(ERO), con un consecuente impacto positivo
sobre la conservacion de la fertilidad (Kankofer
etal., 2005; Waheed et al., 2013). De igual forma,
se han caracterizado otros componentes del
plasma seminal, algunos de los cuales podrian
intervenir en la funcion antioxidante del semen
(Pesch et al., 2006).

Lacooperacion entre los diferentes antioxidantes,
proporciona una mayor proteccion contra el
atague de las ERO que cualquier compuesto por
si solo; por lo tanto, la capacidad antioxidante
total (CAT) puede dar mas informacién
biol6gicamente relevante, que la obtenida a
partir de la medicién de concentraciones de
antioxidantes individuales (Ghiselli et al., 2000).
A pesar de esto, se conoce muy poco sobre la
CAT del plasma seminal equino, y del efecto que
ejerce sobre la integridad y la funcionalidad de
los espermatozoides.

Entre los métodos mas utilizados para la
evaluacion de la CAT en plantas, alimentos y
fluidos corporales, estan los ensayos FRAP
(poder reductor férrico), ORAC (capacidad
atrapadora de radicales oxigeno) y ABTS
(decoloracion del radical catiénico ABTS™)
(Fingerova et al., 2007). Estos métodos permiten
la evaluacion de la accion antioxidante mediante
diferentes mecanismos (Prior et al., 2005). Wnuk
etal. (2010), encontraron mediante lametodologia
ABTS, una correlacion negativa entre la CAT del
plasma seminal equino y el dafio del ADN de
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los espermatozoides. No se conocen reportes
de evaluacion de la CAT en plasma seminal
equino mediante los ensayos ORAC y FRAP,
sin embargo ORAC ha sido utilizado en plasma
sanguineo (Wang et al., 2004), mientras FRAP
ha sido empleado en semen y plasma seminal
humano (Yadav et al., 2006; Pahune et al., 2013).
Estudios realizados por Ball et al. (2001) y Morrell
et al. (2013) han evaluado la produccién de ERO
en semen equino. El objetivo de este estudio fue
determinar la CAT y los niveles de produccion de
ERO del plasma seminal de caballos de la raza
Criollo Colombiano, y su relacién con la calidad
seminal.

MATERIALES Y METODOS

Doce caballos (Equus caballus) de la raza
Criollo Colombiano, ubicados en el norte del
departamento de Antioquia (Colombia), fueron
utilizados para la colecta de dos eyaculados por
animal, para un total de 24 muestras seminales.
Los caballos fueron sometidos a una colecta
semanal, las edades estuvieron comprendidas
entre los 4 y 12 afios, todos en edad reproductiva
con fertilidad comprobada por crias nacidas
vivas y con una condicién corporal entre 6 y 8, de
acuerdo a criterios descritos por Warren (2009).
La colecta del semen se realizé de acuerdo a
lo descrito por Miré-Arias et al. (2011), utilizando
una vagina artificial modelo Missouri, lubricada
con gel no espermicida y sobre una yegua. La
fraccion en gel del eyaculado fue retirada por
filtracion.

Paracadamuestrade semenseevalu6elvolumen
del eyaculado (tubo graduado) y la concentracion
seminal mediante un  espectrofotometro
(Spermacue®, Minitube). Mediante microscopia
de contraste de fase (Eclipse E200°, Nikon)
se evalué la movilidad progresiva (Gamboa y
Ramalho-Santos, 2005), la morfologia normal
y la vitalidad de los espermatozoides a través
de la tincion con eosina-nigrosina (Brito et al.,
2011), y la integridad de la membrana plasmatica
por la prueba hiposmética (HOS), de acuerdo a
lo reportado por Neild et al. (1999). Un volumen
de 10 ml de semen por eyaculado fue separado
en un tubo graduado y centrifugado a 1.200 x
g durante 15 minutos, se recuperd un volumen
aproximado por muestra de 8 ml de plasma
seminal (sobrenadante). El plasma seminal fue
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transportado al laboratorio en un dispositivo de
refrigeracion (Equitainer®, Hamilton Research) y
posteriormente fue almacenado en condiciones
de congelacion (-20°C).

El plasma seminal fue descongelado en un bafio
de agua a 35°C, y luego se realiz6 la medicién
de los niveles de produccién de ERO y de CAT.
La deteccidn de la produccion de ERO se realizo
por la metodologia de la fluoresceina diacetato
(FDA) (Guthrie y Welch, 2006). Cada muestra se
preparé con 30 ul de FDA (Molecular Probes®)
a 40 mM, 240 pl de una solucién buffer (pH
7,4) y 30 pl de plasma seminal. Se utilizaron
condiciones controladas de temperatura a 37°C,
pH 7,4. Las lecturas se realizaron mediante un
espectrofluorimetro LS 55 (Perkin Elmer), a una
longitud de onda (A) de excitacion de 490 nm y
un slit (rendija) de excitacién de 10 nm, y una A
de emision de 530 nm y un slit de emision de 15
nm. En ambos casos, los slit fueron definidos a
partir de resultados preliminares de evalucion de
la emisién de fluorescencia, en un rango entre
2,5 nm a 15 nm. Las lecturas se efectuaron por
triplicado.

La evaluacién de la CAT del plasma seminal
se realiz6 mediante las metodologias ORAC,
ABTS y FRAP. El ensayo ORAC se realizé de
acuerdo a lo reportado por Ou et al. (2001). Se
utilizaron soluciones de fluoresceina 1x10° M
en PBS (75 mM - pH 7,4) y de AAPH 0,6 M en
PBS (75 mM, pH 7,4). Cada tubo de reaccién se
prepard con 21 ul de fluoresceina, 2.899 ul de
PBS, 30 pl de plasma seminal y 50 yl de AAPH
(Sigma). Se emplearon condiciones controladas
de temperatura a 37°C y pH 7,4, adicionalmente
se usOG Trolox® (Merck) como antioxidante
referencia. Las lecturas se realizaron por
espectrofluorimetria (Perkin Elmer LS 55) a una
A de excitacion de 493 nm y un slit de excitacion
de 5 nm, y una A de emision de 515 nm y un
slit de emisiéon de 15 nm, con atenuador del
1%. El efecto antioxidante de las muestras fue
calculado usando las diferencias de areas bajo
la curva de decaimiento de la fluoresceina entre
el blanco y la muestra, lo cual se comparé contra
una curva patron con Trolox®.

El ensayo ABTS se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Arts et al. (2004). Se emplearon 10
Ml de plasma seminal y 990 pl de la solucién del
radical ABTS**. Luego de 30 minutos de reaccién
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a temperatura ambiente y en la oscuridad, se
midié en un espectrofotébmetro (Jenway 6405
UV/Vis), el cambio en la absorbancia respecto a
una solucién referencia, compuesta por 10 pl de
solucion buffer y 990 pl de la solucion del radical
ABTS**. El radical fue generado por oxidacion
de 3,5 mM de ABTS con 1,25 mM de persulfato
de potasio. Después de 24 horas de reaccion,
se ajusto la absorbancia con PBS a pH 7,4 hasta
0,70 unidades, a una A de 732 nm y se compar6
contra una curva patron con Trolox®.

Para el método FRAP, 50 ul de plasma seminal
se adicionaron a 900 ul de una solucion de FRAP
(Buffer acido acético-acetato de sodio (pH 3,4),
TPTZ, FeCl,, en relacion 10:1:1). Luego de 30
minutos de reaccion se determind la absorbancia
a una A de 593 nm en un espectrofotometro
(Jenway 6405 UV/Vis). El valor encontrado se
comparo con una curva de referencia construida
con acido ascérbico como patrén primario
(Benzie y Strain, 1996).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron
mediante el programa SAS 9,1 (Inst. Cary, NC).
Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables
de calidad seminal, produccion de ERO y CAT.
Mediante el comando PROC UNIVARIATE se
realizaron pruebas de normalidad para cada
variable. Con PROC GLM se ajustaron modelos
lineales generalizados (GLM), para la evaluacion
por analisis de varianza de la movilidad
espermatica, la vitalidad espermatica, la
morfologia normal y la integridad de membrana
(HOS). Se incluyeron en cada modelo, los efectos
fijos de la produccion de ERO y la CAT evaluada
por los diferentes métodos, con el fin de evaluar
su asociacion con las variables dependientes.

La estructura general de los modelos lineales
ajustados, fue la siguiente: Y, == p + E +
ERO. + ORAC, + ABTS, + FRAP_+ C_+ €,imno’
donde: Y, .. fue la movilidad espermatica, la
vitalidad espermatica, la morfologia normal o la
integridad de la membrana; y, la media general;
E, el efecto fijo del equino; ERO,, el efecto fijo de
la produccion de ERO; ORAC,, el efecto fijo de
la actividad antioxidante ORAC; ABTS,, el efecto
fijo de la actividad antioxidante ABTS; FRAP_,
el efecto fijo de la actividad antioxidante FRAP;
C,, el efecto fijo de la(s) covariable(s) de calidad

seminal; y e el error experimental. Como

ijkimno?’
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covariables fueron considerados los efectos fijos
del volumen y la concentracion del eyaculado.

Las comparaciones de medias para los efectos
significativos, se realizaron mediante la prueba
de Tukey (HSD). Se efectuaron analisis de
correlacién (Pearson) entre los parametros
estudiados. El nivel de significancia fue P<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de las muestras de semen (n=24)
de caballos de la raza Criollo Colombiano, arrojé
los resultados que se describen en el Cuadro
1. De acuerdo a los coeficientes de variacién
(CV) encontrados, a excepcion de la morfologia
normal que presenté una baja variabilidad
(CV< 20%), los demés pardmetros de calidad
seminal tuvieron un nivel medio de variabilidad
(CV: 20-40%). Los resultados hallados para
los parametros de calidad seminal en caballos
criollos colombianos, fueron cercanos a los
reportados por Mesa (2010) y Restrepo et al.
(2012).

A partir de las muestras de plasma seminal se
encontraron los resultados de produccion de
ERO y CAT que se describen en el Cuadro 2.
Se hallé una alta variabilidad (CV>40%) en los
resultados de ERO y de CAT para los diferentes
ensayos de medicion utilizados (ORAC, ABTS
y FRAP), al igual que un amplio rango entre
los valores minimo y méaximo encontrados para
cada uno de ellos. La excesiva produccion de

ERO en el semen equino ha sido relaacionado
con alteraciones de la cromatina, las membranas
y las proteinas de los espermatozoides (Ball,
2009); asi como con el descenso de la movilidad
(Baumber et al., 2000).

De igual forma, se conoce que Ilos
espermatozoides alterados y anormales generan
mayores cantidades de ROS, las cuales pueden
contribuir con la reduccion de la fertilidad y la
presentacién de problemas relacionados con
la preservacion de semen (Ball et al., 2001).
Sin embargo, pocos estudios han evaluado
la produccion de ERO en el semen equino
fresco (Morrell et al., 2013), y son escasas las
referencias de evaluaciéon de la produccién de
ERO en el plasma seminal equino.

Pese a, que la mayoria de la capacidad
antioxidante del semen equino se encuentra
en el plasma seminal (Ball, 2008), y que la
produccion de ERO ha sido asociada a la
actividad metabdlica de los espermatozoides
(Vasconcelos et al., 2010), los resultados de esta
investigacion, muestran que el plasma seminal
por si solo, es capaz de generar ERO (medidas
por la metodologia FDA descrita previamente),
como se observa en el Cuadro 2. De tal manera,
gue las ERO del plasma seminal podrian
igualmente contribuir con la presentacion de
alteraciones espermaticas, mediante moléculas
como el peréxido de hidrégeno, conocido como
la principal ERO causante de citotoxicidad
en el semen equino (Burnaugh et al., 2007).

Cuadro 1. Analisis descriptivo de los parametros de calidad del semen equino fresco.

Desviacion

Coeficiente

Parametro Media estandar de variacion® Minimo Maximo
Volumen (ml) 43,9 15,6 35,6 15,0 75,0
Concentracién (x 108/ml) 1947 71,3 36,6 119,0 473,0
Movilidad espermatica (%) 62,0 14,3 23,1 30,0 85,0
Vitalidad espermatica (%) 73,6 16,8 22,9 30,0 92,0
Morfologia normal (%) 74,9 14,4 19,2 21,0 92,0
Integridad de membrana (%) 59,3 17,3 29,1 19,0 87,0

*El coeficiente de variacion se expresa como porcentaje (%).
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Cuadro 2. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y capacidad antioxidante total (CAT)

del plasma seminal equino.

Parametro Media D:si\gr?g:frn Co\?gﬁfcri‘é?]de Minimo Maximo
ERO 0,74 0,31 41,89 0,00 1,38
ORAC 4.049,41 4.031,73 99,56 802,00 19.225,60
ABTS 3.347,83 2.975,86 88,88 68,86 11.653,73
FRAP 23,91 20,06 83,89 2,39 91,43

ERO: Especies reactivas de oxigeno. ORAC: capacidad atrapadora de radicales oxigeno. ABTS:
decoloracion del radical cationico ABTS™*. FRAP: Poder reductor férrico. ERO expresadas en
unidades relativas de fluorescencia (URF) / minuto. ORAC y ABTS expresadas como uM de Trolox
equivalente / I, y FRAP como mg de acido ascérbico equivalente / I.

Esto dependeria fundamentalmente de que
los mecanismos de accion antioxidante sean
rebasados por una excesiva generacion de
ERO, configurandose una condicion de estrés
oxidativo (Aitken, 2006).

En este estudio, la accion perjudicial de las ERO
del plasma seminal sobre los espermatozoides
equinos podria hacerse evidente, toda vez
que se encontro un efecto significativo de las
ERO sobre la movilidad espermética (Cuadro
3), al igual que se hallaron coeficientes de
correlacion negativos y significativos (P<0,05),
entre la produccién de ERO y los pardmetros de
vitalidad espermatica (r=-0,40) e integridad de la
membrana plasmatica (r=-0,47).

La CAT del plasma seminal podria atribuirse a
la accion conjunta de diversas moléculas con
actividad antioxidante. Se ha encontrado que
el plasma seminal equino posee una amplia
variedad de componentes como iones, enzimas
y moléculas de bajo peso molecular (Pesch et
al.,, 2006; Waheed et al., 2013), muchos de los
cuales son conocidos por su actividad directa o
indirecta en fendbmenos oxidativos. Son pocos
los estudios donde se evalla la CAT del plasma
seminal equino, no obstante,Wnuk et al. (2010),
empleando el ensayo ABTS, encontraron una
correlaciéon negativa entre la CAT y el dafio del
ADN de los espermatozoides.

Adicionalmente, observaron una amplia variaciéon
interindividual en la CAT del plasma seminal
equino, talcomo se observé en estainvestigacion,
de acuerdo a los altos coeficientes de variacion
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encontrados (Cuadro 2). De otro lado, aunque
no se conocen reportes de evaluacion de la
CAT mediante los ensayos ORAC y FRAP en el
plasma seminal equino, podrian tomarse como
referencia valores ORAC y FRAP encontrados
en plasma sanguineo (9.500 umol/L, Wang et
al., 2004) y plasma seminal humano (213 mg/L,
Pahune et al., 2013), respectivamente.

Aquellos métodos para la evaluacion de la CAT
cuyo mecanismo de accién antioxidante se
fundamenta en la transferencia de un atomo de
hidrégeno del antioxidante a la ERO se clasifican
como HAT (Hydrogen Atom Transfer), como
es el caso de ORAC, mientras aquellos cuyo
mecanismo se fundamenta en la donacion de un
electron, se clasifican como SET (Single Electron
Transfer), como en el caso de FRAP. El ensayo
ABTS a pesar de que es usualmente clasificado
como SET, puede neutralizar tanto por reduccién
directa via transferencia de electrones, como
atrapando radicales mediante la transferencia
de un atomo de hidrégeno (Prior et al., 2005).
De acuerdo a esto, el uso simultaneo de los
métodos ORAC, FRAP y ABTS, podria proveer
un diagnostico amplio y posiblemente mas
acertado de la CAT del plasma seminal equino.
Aunado a, los andlisis de correlacion realizados
en este estudio, arrojaron en todos los casos
correlaciones altas y positivas (r >0,70) entre los
métodos de evaluacion de la CAT (ORAC, ABTS
y FRAP).

Mediante el andlisis de los modelos (GLM)
para las variables de calidad del semen equino
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(Cuadro 3), se encontraron altos coeficientes
de determinacion (R?), de acuerdo a lo cual se
infiere que los efectos incluidos explican en una
gran proporcion la variabilidad propia de cada
variable dependiente estudiada. La significancia
(P<0,05) del efecto del reproductor (equino) en
la mayoria de los parametros de calidad seminal,
denota tal como se mencioné previamente, la
importancia de la variabilidad interindividual en
muchos de los aspectos evaluados en el semen
equino. No se encontré significancia (P<0,05) del
volumen o la concentracion del eyaculado, como
covariables incluidas en los modelos ajustados.

Se encontré6 que la CAT del plasma seminal
equino, evaluada por el ensayo ORAC, presento
un efecto significativo (P<0,05) sobre Ia
movilidad espermaticay la morfologia normal del
semen equino, por lo cual se establecieron tres
categorias de nivel ORAC (alto, medio y bajo),
con el fin establecer mediante comparacién
de medias (Tukey), su influencia sobre los
pardmetros espermaticos mencionados (Cuadro

4). Se observé que las muestras de plasma
seminal con altos niveles ORAC presentaron un
incremento significativo (P<0,05) en la morfologia
normal de los espermatozoides, mientras no se
encontrd efecto de la categoria de ORAC sobre
la movilidad espermatica.

Por otro lado, se hallaron coeficientes de
correlacion  significativos (P<0,05) entre la
concentracion espermatica y la CAT evaluada
por los ensayos ABTS (r= 0,62), ORAC (r=
0,78) y FRAP (r= 0,57); y entre el volumen
del eyaculado y el ensayo ORAC (r= -0,40).
De manera que, de forma preliminar podria
esperarse que los eyaculados con una alta
concentracion de espermatozoides, tengan
una mayor CAT, mientras que un alto volumen
seminal podria correlacionarse de formanegativa
con la CAT del plasma seminal. De acuerdo
a todo lo anterior, la evaluacion de la CAT del
plasma seminal equino, podria constituirse en
una herramienta diagnostica complementaria
para la evaluacién de la calidad seminal, tal

Cuadro 3. Resultados de los modelos lineales generalizados (GLM) ajustados para las variables de

calidad seminal.

Variable dependiente n Media

Valor de P* R?

Efectos significativos®

Movilidad espermatica 24 62,00
Vitalidad espermatica 24 73,64
Morfologia normal 24 74,92
Integridad de membrana 24 59,34

0,005 0,94 Equino, ERO, ORAC
0,025 0,92 Equino

0,004 0,95 Equino, ORAC
0,151 0,86

*Nivel de significancia con P<0,05. R% coeficiente de determinacion. ERO: Especies reactivas de
oxigeno. ORAC: ensayo de la capacidad atrapadora de radicales oxigeno.

Cuadro 4. Comparacion de medias por categorias de ORAC para la movilidad y la morfologia espermética.

Categoria ORAC n Morfologia normal (%)* Movilidad espermatica (%)*
Alto (>400) 7 83,582 65,712

Medio (200-400) 11 73,420 58,752
Bajo (<200) 6 67,84° 64,162

ORAC: capacidad atrapadora de radicales oxigeno. Los rangos por categoria de ORAC son expresados
en uM de Trolox equivalente / I. *Letras diferentes (columnas) indican diferencia estadistica significativa

(P<0,05).
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como se habia planteado previamente (Wnuk
et al., 2010). Estudios futuros podrian enfocarse
en determinar la influencia de la CAT sobre la
capacidad fecundante o la fertilidad del semen
equino.

CONCLUSIONES

Los altos niveles de especies reactivas de
oxigeno ejercen un efecto negativo sobre la
calidad espermatica. A su vez la capacidad
antioxidante total del plasma seminal, esta
asociada a diferentes indicadores de calidad
del semen de caballos Criollos Colombianos,
encontrandose una relaciéon directa entre el
nivel ORAC y la morfologia normal. Los ensayos
ORAC y FRAP, al igual que el ensayo ABTS,
pueden considerarse como metodologias
apropiadas para la evaluacién de la capacidad
antioxidante total del plasma seminal equino,
siendo el método ORAC el que posiblemente
tendria un mayor valor predictivo de la calidad
seminal por su relacion con la movilidad vy
la morfologia espermética. Este estudio se
constituye como pionero en la evaluacion de la
CAT del plasma seminal equino mediante los
ensayos ORAC y FRAP.
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