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Contenido IX

Resumen

Actividad antioxidante de la Silimarina'y sus componentes (Silidianina, Silicristina 'y
Silibinina) y su efecto sobre la conservacion de semen porcino (Sus scrofa)
refrigerado

Durante la refrigeracion, el espermatozoide porcino puede experimentar estrés oxidativo,
osmoético, quimico y térmico, que afectan su capacidad fecundante. La adicion de
antioxidantes al diluyente espermatico constituye una alternativa para mitigar dichas
alteraciones. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad antioxidante de la
Silimarina y sus componentes (Silidianina, Silicristina y Silibinina) y su efecto sobre la
conservacion de semen porcino (Sus scrofa) sometido a refrigeracion. Para ello, quince
eyaculados de cinco cerdos fueron diluidos en MRA, suplementados con Silimarina,
Silibinina, Silicristina y Silidianina y refrigerados cinco dias a 16°C. Cada 24 h se evalud la
movilidad y cinética espermatica con un CASA IVOS. A las 0 y 96 h se determinaron la
funcionalidad de membrana por test hipoosmoético; la producciéon de EROs y la capacidad
antioxidante total (ABTS-FRAP), por espectrofluorimetria; el potencial de membrana
mitocondrial, la integridad estructural y la peroxidacién lipidica mediante citometria de flujo,
con JC-1, SYBR14/IP y Bodipy respectivamente. Se realizaron comparaciones de medias
por Duncan, se calculd un indice para calidad espermatica y se hicieron analisis de
regresion para movilidad y cinética espermédtica, y para cinética de EROs. La
suplementacién con Silidianina (10-20 uM) incrementé MT, MP, A¥M y VE, y redujo la
produccion de EROs. Silicristina, a partir de 20 uM, disminuyé la MT, MP, A¥M y VE.
Mientras que Silimarina redujo la produccién de EROs/minuto. En definitiva, la Silimarina
y sus componentes pueden incrementar la calidad espermatica, reducir la generacion de

EROs, potenciar la CAT y modificar el A¥M en el semen porcino refrigerado.

Palabras clave:

calidad seminal, estado redox, flavonolignanos, refrigeracién, Silimarina, semen porcino.
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Abstract

Antioxidant activity of silymarin and its components (silydianin, silychristin and
silybinin) and their effect on the preservation of refrigerated boar semen (Sus
scrofa).

In refrigerated conditions, boar spermatozoa are susceptible to oxidative, osmotic, chemical
and thermal stress, affecting their fertilizing capacity. The addition of antioxidants to the
sperm extender is an alternative to mitigate these alterations. The objective of this research
was to evaluate the antioxidant capacity of Silymarin and its components (Silidianin,
Silicristin and Silibinin) and their effect on the preservation of refrigerated boar semen (Sus
scrofa). For this purpose, fifteen ejaculates from five swine were diluted in MRA,
supplemented with Silymarin, Silybinin, Silychristin and Silydianin and refrigerated for five
days at 16°C. Sperm motility and sperm kinetics were evaluated every 24 h with a CASA
IVOS. At 0 and 96 h, membrane functionality was determined by hypoosmotic test; EROs
production and total antioxidant capacity (ABTS-FRAP), by spectrofluorimetry;
mitochondrial membrane potential, structural integrity and lipid peroxidation by flow
cytometry with JC-1, SYBR14/PI and Bodipy probes, respectively. Duncan mean
comparisons were performed, an index for sperm quality was calculated and regression
analyses were performed for sperm motility and sperm kinetics, and for EROs kinetics.
Silydianin supplementation (10-20 uM) increased MT, MP, A¥M and VE, and reduced
EROs production. Silychristin, from 20 uM, decreased MT, MP, A¥M and VE. While
Silymarin reduced EROs/minute production. In conclusion, Silymarin and its components
can improve sperm quality, reduce EROs generation, enhance CAT and modify A¥M in

refrigerated boar semen.

Keywords:

Flavonolignans, porcine semen, redox status, refrigeration, seminal quality, Silymarin.
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Introduccion

A lo largo de la historia, la especie porcina se ha relacionado con los humanos de una
manera muy singular, siendo animales importantes en diversos ambitos como el

alimenticio, el cultural e incluso el religioso (Price & Hongo, 2019).

El desarrollo de esta especie esta influenciado por factores genéticos (Pezo et al., 2019),
lo que explica el papel fundamental de la reproduccion a la hora de potenciar el crecimiento
de estos animales, donde el uso de biotecnologias reproductivas como la inseminacién
artificial, contribuye con la sanidad y el progreso genético (Waberski et al., 2019). Esta
importancia toma cada vez mas sentido dado que en la actualidad, el consumo de carne
de cerdo a nivel mundial ha aumentado, lo que a su vez ha propiciado un incremento en la
produccion y en las exigencias del mercado en términos de calidad y precio (Pezo et al.,
2019).

En este sentido, la reproducciéon permite un avance constante en la industria porcina,
teniendo en cuenta que, practicas como la inseminacion artificial, permiten mayor
disponibilidad del material genético de reproductores y favorece el mejoramiento genético
(Restrepo et al., 2014).

La principal biotecnologia reproductiva empleada en la industria porcina es la inseminacién
artificial, la cual es realizada en mas del 95% con semen refrigerado (Yeste, 2017). El uso
de esta practica ha traido grandes beneficios al sustituir en gran medida la monta natural,
permitiendo aprovechar la genética del macho, asegurar la sanidad de la granja y aumentar
su rentabilidad (Waberski et al., 2019). No obstante, la refrigeracion sumada al estrés
oxidativo que esta implica, puede llegar a afectar la integridad, la funcionalidad y la
capacidad fertilizante del espermatozoide porcino (Tian et al., 2019), impidiendo asi, el

desarrollo exitoso de la reproduccion.

Esta reduccién en la calidad espermatica presentada durante la conservacion, se debe a
la composicion de la membrana plasmatica del espermatozoide porcino, que, al ser rica en
acidos grasos poliinsaturados y poseer una relacion colesterol/fosfolipido inferior a la de
otras especies, presenta una menor resistencia a las bajas temperaturas (Li et al., 2017;
Parks & Lynch, 1992). Esto, explica el bajo uso de la criopreservacion de semen en la

industria porcina, practica que ademas estd enormemente restringida a casas genéticas y



2 Introduccién

a producciones o entidades donde es necesario el transporte de material seminal a largas
distancias (Waberski et al., 2019).

Una de los principales factores que genera esta disminucion en la calidad del semen
porcino refrigerado, es la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (EROs),
moléculas altamente asociadas a la pérdida de permeabilidad y funcionalidad de la célula
espermatica (Cordova et al., 2009).

De este modo, especies reactivas como los Radicales aniones superéxido, radicales libres
hidroxilos, peréxidos de hidrogeno y peréxidos de lipidos téxicos, generan un impacto
negativo en la calidad del espermatozoide, agotan los sistemas antioxidantes, promueven
la peroxidacion de los lipidos de la membrana, reducen el potencial de membrana
mitocondrial, ocasionan la desnaturalizacion de las proteinas, el deterioro del ADN y la

pérdida de la movilidad esperméatica (Khoi et al., 2021).

En este sentido, una alternativa planteada y usualmente estudiada para disminuir estos
efectos deletéreos generados durante la refrigeracion es la adicion de antioxidantes al
diluyente de conservacion (Tian et al., 2019), que, al inhibir la formacién descontrolada de
radicales libres (Cordova et al., 2009) puede llegar a prolongar el mantenimiento de la

capacidad fertilizante y mitigar los efectos deletéreos generados en la célula espermatica.

En la especie porcina se han estudiado diversas moléculas antioxidantes como la
melatonina (Flores et al., 2018), vitamina C y E (Beconi et. al, 1993), glutatién y cisteina
(Funahashi & Sano, 2005), acido rosmarinico (Feng et al., 2020) y acido salvanico A (Tian

et al., 2019), con muy buenos resultados en la conservacion de células espermaticas.

Entre estos antioxidantes adicionados al semen, muchos sintéticos, otros naturales, existe
un antioxidante alternativo natural conocido como Silimarina, un flavonoide extraido de
Silybum marianum (cardo mariano), compuesto de varios flavonolignanos, principalmente
por Silidianina, Silicristina y Silibinina (Pascual et al., 1993), con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, y que ha cobrado gran importancia en los Gltimos afios

dada la eficacia obtenida al ser utilizada como tratamiento para el higado (Surai, 2015).

En espermatozoides, se ha reportado que la Silimarina, es capaz de eliminar radicales
libres, aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes y brindar proteccién contra la

peroxidacion de lipidos celulares (El-Sheshtawy & El-Nattat, 2017). En este sentido, se han



encontrado estudios en los cuales la adicion de esta molécula al semen bovino, mejoré el
porcentaje de membranas intactas y mantuvo la movilidad durante la conservacion (El-
Sheshtawy & El-Nattat, 2017).

Del mismo modo, se ha evaluado su capacidad de compensar dafios ocasionados por
arsenito de Sodio en espermatozoide de carnero (Eskandari & Momeni, 2016), por cloruro
de Aluminio (Aghashahi et al., 2020) y cloruro de Cadmio (Etemadi et al., 2020) en
humanos y por Bisphenol en semen porcino (Jang et al., 2011), mostrando la Silimarina
como un antioxidante con excelente capacidad protectora, no obstante, este ultimo estudio
ha sido el Unico hallado hasta el momento con suplementacion de esta molécula en

espermatozoides porcinos.

La accion terapéutica de la Silimarina también ha sido evaluada en espermatozoides de
ratas diabéticas (Pourheydar et al., 2021), y de ratas sometidas a un estrés oxidativo al ser

previamente tratadas con acrilamida (Ahmed et al., 2022).

Por otro lado, los flavonolignanos que componen esta molécula, han mostrado muy buena
actividad protectora y diferente capacidad de captacién de radicales libres (Dvofak et al.,
2003). Y aunque no se han encontrado estudios de Silidianina y Silicristina donde hayan
sido adicionados a células espermaticas, se tienen investigaciones en hepatocitos
humanos (Vrba et al., 2018) y de ratones (Suk et al., 2019) que confirman su actividad

protectora.

Paralelamente, la Silibinina ha sido estudiada en hepatocitos (Pascual et al., 1993), y en
fibroblastos embrionarios de rata (Baeeri et al., 2018), confirmando sus actividades
antioxidantes. Ademas, se han encontrado reportes de estas moléculas en células
espermaticas epididimarias de ratas macho, donde se ha demostrado su accién
terapéutica ante los efectos toxicos del metotrexato (Oufi & Al-Shawi, 2014) y del Sulfato
de Niquel (Temamogullari et al., 2021). Sin embargo, no se han encontrado trabajos en los

gue se haya utilizado Silibinina en la refrigeracion de semen porcino.

Dicho esto, y ante la poca informacién encontrada hasta el momento sobre la adicién de
Silimarina y sus componentes en la conservacion de semen, y mucho menos en células
porcinas, la presente investigacion planteé la adicion de Silimarina, Silicristina, Silibinina 'y
Silidianina como antioxidantes suplementados al diluyente espermatico porcino para su

refrigeracion a 16°C. Esto, con miras a disminuir los dafios ocasionados durante la



4 Introduccién

conservacion y a su vez, potenciar esta practica de conservacion, que constituye un
proceso de suma importancia en busca de maximizar el progreso genético, prolongar la
viabilidad celular y mantener la calidad fertilizante del espermatozoide hasta el momento

de la inseminacion artificial.

Por tanto, este estudio tuvo como objetivo general de investigacion, evaluar la capacidad
antioxidante de la Silimarina y sus componentes (Silidianina, Silicristina y Silibinina) y su
efecto sobre la conservacion de semen porcino (Sus scrofa) sometido a refrigeracion.
Evaluando especificamente, el impacto de dichas moléculas sobre la movilidad y cinética
espermatica, la integridad (funcional y estructural) de la membrana plasmatica, el estado
redox, la peroxidacion lipidica y el potencial de membrana mitocondrial de los

espermatozoides porcinos.



Objetivos

General

Evaluar la capacidad antioxidante de la Silimarina y sus componentes (Silidianina,
Silicristina y Silibinina) y su efecto sobre la conservacion de semen porcino (Sus scrofa)

sometido a refrigeracion.

Especificos

1. Evaluar el efecto de la Silimarina y algunos componentes (Silidianina,
Silicristina y Silibinina) sobre la calidad espermatica del semen porcino

refrigerado.

2. Determinar el efecto de la adicion de Silimarina y sus componentes en la
capacidad antioxidante, el estado redox y la peroxidacién lipidica en el semen

porcino refrigerado.

3. Evaluar el efecto de la refrigeracion de semen porcino suplementado con
Silimarina y otros flavonolignanos (Silidianina, Silicristina y Silibinina) sobre la

actividad mitocondrial de los espermatozoides.






Marco teodrico

Produccidn porcina

En el afio 2018, la produccién mundial de carne de cerdo se estim6 en 120.5 millones de
toneladas, siendo China el pais con mayor cantidad de importaciones de esta carne (FAO,
2019), al tiempo que ocupé el primer lugar como productor, con cerca de 54 millones de
toneladas métricas, mientras que la Unién Europea y Estados Unidos ocuparon el segundo

y tercer lugar respectivamente (Waberski et al., 2019).

En efecto, para el afio 2021, la produccién mundial de carne (bovino, porcino, pollo y
ovino), alcanzo6 352.7 millones de toneladas, un 4.2% mas que lo producido en el 2020; de
este aumento en la produccion de carne, gran parte estuvo representado en carne porcina,
con 122 millones de Toneladas de carne de cerdo producidas a nivel mundial para el afio
2021, un 11.2% mas que en el 2020, y donde China, como primer productor, logré
incrementar su produccion con inversiones a gran escala en el sector y la liquidaciéon de

las existencias de porcinos después de la disminucién en sus precios (FAO, 2021).

Este mismo reporte publicado por la FAO en el 2021, muestra a Brasil como el pais con
mayor produccién de carne de cerdo de Latinoamérica, seguido de Argentina, Chile y
Colombia (FAO, 2021). En este ultimo pais, la industria porcina incrementd su produccion
de carne en un 5% durante el afio 2020, pasando de 446603 a 468429 toneladas (Direccién
de Cadenas Pecuarias Pesqueras y Acuicolas, 2021), mientras que cerrd el 2021 con
491244 toneladas producidas y lleva 383535 a septiembre de 2022, siendo Antioquia el

departamento con mayor produccion de carne de cerdo en el pais (Porkcolombia, s.f)

Paralelamente, el consumo de esta proteina a nivel mundial ha aumentado (Pezo et al.,
2019). Como ejemplo de ello estd Colombia, cuyo consumo per capita de carne de cerdo
en el 2021 paso6 de 10,8 a 12,2 Kg de carne por habitante por afio (Porkcolombia, s.f). Por
esta situacion, la industria porcina se ha visto en la necesidad de producir de una manera
sostenible, eficiente y competitiva, incentivando la mejora de factores que potencien el
progreso genético y por ende, se aumente la produccion y se mejore la calidad (Roca et
al., 2015).
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Para este aumento en la productividad se requiere optimizar la eficiencia de la produccion.
Es por ello que, en la actualidad, la industria porcina se ha convertido en un mercado
competitivo que desea mejorar los estandares de calidad de la carne y el rendimiento en
la produccion. En efecto, la reproduccién juega un papel crucial al mejorar su eficiencia
mediante la implementacién de biotecnologias y la realizacion de estudios e
investigaciones que permitan aumentar la competitividad del sector porcicultor.

Biotecnologia reproductiva en porcinos

Las biotecnologias reproductivas, han sido aplicadas durante décadas (Pezo et al., 2019)
y son vistas desde un enfoque reproductivo como un conjunto de técnicas que al ser
implementadas aumentan la eficiencia en la reproduccion y por ende el rendimiento en la

produccion (Palma, 2008).

El uso de estas herramientas biotecnolégicas como la criopreservacion, la inseminacion
artificial, entre otras, permite una mayor disponibilidad del material genético de
reproductores de alto interés para su conservacion y distribucion, lo cual favorece el
mejoramiento genético y el valor comercial de la especie para realizar cruzamientos
dirigidos (Restrepo et al., 2014).

Las biotecnologias reproductivas mayormente utilizadas en la actualidad son la
inseminacion artificial y la criopreservacién, sin embargo, el uso de esta Gltima depende en
gran medida de la especie (Palma, 2008). En primera instancia, la inseminacion artificial
(IA) aparte de ser la mas utilizada, es reconocida globalmente como la herramienta
biotecnoldgica reproductiva de mayor impacto zootécnico, que ademas de tener la mejor

relacion costo/beneficio, constituye la base de cualquier otra biotechologia (Palma, 2008).

En cerdos, la IA es la practica mas aplicada donde el 90% de las hembras pertenecientes
a granjas porcinas en el mundo, estan sometidas a programas comerciales de
inseminacion artificial (Waberski et al., 2019), y cuya implementacién ha sustituido en gran
medida la practica de la monta natural, permitiendo reducir la trasmision de enfermedades,
acelerar el progreso genético (Hidalgo, 2013; Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019) y

extender las ventajas genéticas a otras granjas de produccion (Knox, 2016).



La primera inseminacion artificial en esta especie se dio en el siglo XX con un reporte inicial
realizado en Rusia, y con un uso posterior en Jap6n y varios paises de Europa. Sin
embargo, su practica en porcinos ha evolucionado de una manera mas lenta al compararse

con otras especies como los bovinos (Hidalgo, 2013; Waberski et al., 2019).

Convencionalmente, se vienen realizando inseminaciones artificiales por deposicion
cervical de semen en una dosis de 80 - 100 mL con una concentracién de 2 — 3 billones
de espermatozoides (Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019). No obstante, avances en
la técnica como el depositar semen mas cerca al sitio de fertilizacion, han permitido la
disminucion del volumen y del nimero de espermatozoides necesarios en una dosis

inseminante (Soriano et al., 2013).

Este avance ha permitido que la eficiencia de la inseminacién artificial en la produccién
porcina aumente, incrementando su importancia, trayendo consigo una mayor rentabilidad
ante la posibilidad de obtener muchas méas dosis inseminantes a partir de un mismo
eyaculado. Sin embargo, esta disminucion de células por dosis puede asociarse a una
reduccion en las tasas de prefiez y el tamafio de camada, por lo que el semen a usar debe

ser de excelente calidad (Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019).

La calidad de los espermatozoides depende de factores intrinsecos (genéticos) como el
reproductor y sus caracteristicas, y extrinsecos (ambientales) como la temperatura
ambiente, el fotoperiodo, el ritmo de recoleccién del semen, nutricibn y entorno social.
(Pinart & Puigmulé, 2013).

Adicionalmente, durante el procesamiento del semen los espermatozoides se someten a
condiciones que también pueden llegar a alterar la estructura y funcién celular, entre ellos
se encuentra la luz, el oxigeno, la temperatura, los gradientes de pH y fuerzas mecanicas
pueden afectar potencialmente la membrana, sus lipidos y proteinas (Leahy & Gadella,
2011). Mientras que otros factores como el diluyente y los dias de conservacion influyen

significativamente en la actividad metabolica del espermatozoide (Dziekonska et al., 2017).

Por esta razén, se han establecido requisitos minimos de calidad del semen en la especie
porcina (Estandar britanico) entre ellos, motilidad mayor o igual a 70%, morfologia con

células anormales menor a 30%, longevidad o células moviles a la fecha de vencimiento
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mayor o igual a 60% y 0 unidades formadoras de colonias después de 48 h a 37°C;
mientras que el estandar ZDS coincide con el primero en motilidad, pero tiene como
referencia una morfologia anormal maxima de 25%, minimo 65% de movilidad a las 72

horas de almacenamiento y sin patégenos (Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019).

Para realizar la inseminacion artificial, el semen puede ser almacenado en refrigeracion o
congelado. Esta conservacion permite prolongar la viabilidad de los espermatozoides dado
gue, a temperatura ambiente, las reservas energéticas de la célula se agotan,

experimentando una tasa de supervivencia menor (Cuevas et al., 2013).

Dicho esto, la refrigeracion es el método de conservacion espermatica mas simple y
practico. No obstante, este enfriamiento sumado al estrés oxidativo que implica, puede
llegar a afectar en gran medida la calidad, la integridad y la funcionalidad del
espermatozoide porcino (Tian et al., 2019), e impedir una reproduccion exitosa. En efecto,
se hace necesaria la adicion de diluyentes espermaticos adecuados con el fin de preservar

la calidad espermatica y la capacidad fecundante (Yeste, 2017).

En el campo investigativo, se han realizado gran cantidad de estudios e investigaciones
para disefiar diluyentes eficientes que aumentan la vida util de los espermatozoides,
conservando una fertilidad adecuada hasta el momento de la inseminacién y permitiendo
a los productores almacenar dosis hasta 15 dias sin un deterioro considerable en la calidad
espermatica (Rodriguez-Gil & Estrada, 2013). Estas soluciones acuosas reducen la
actividad metabolica, conservan la funcion espermatica y mantienen un nivel de fertilidad
adecuado al brindarle a la célula un medio con las condiciones necesarias para su

supervivencia (Yeste, 2017).

Diluyentes espermaticos porcinos

La produccion de semen porcino implica diferentes factores que ponen en riesgo su
calidad, como lo son el manejo, la salud y la edad del animal, la frecuencia de colecta, la
contaminacién bacteriana, el procesamiento y el almacenamiento (Rodriguez et al., 2017)

para lo cual, es necesaria la adicién de un diluyente espermatico adecuado.
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Estos diluyentes espermaticos porcinos logran aumentar el volumen, proteger la célula
contra el choque térmico, proporcionar los sustratos necesarios para el metabolismo de los
espermatozoides, estabilizar el pH, inhibir el crecimiento bacteriano y mantener el esperma
viable hasta que este sea introducido en el genital femenino (Bortolozzo et al., 2005; Araujo
et al., 2016) logrando preservar la vida util funcional de las células y permitiendo conservar
las caracteristicas espermaticas aceptables por un periodo aproximado de 3 a 7 dias a una
temperatura de 15°C a 17°C (Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019).

Los diluyentes son clasificados a nivel comercial como diluyentes a corto, mediano y largo
plazo segln su capacidad de conservacion espermatica que varia entre 1-2, 3-4 o 7-10

dias respectivamente (Karageorgiou et al., 2016).

o Composicion de los diluyentes espermaticos porcinos

Estos medios estan compuestos principalmente por nutrientes como glucosa, por sustratos
gue permiten regular el pH y controlar la presion osmoética, y por antibioticos que evitan la
proliferacion bacteriana (Yeste, 2017). Ademas de mantener el metabolismo celular y
permitir la motilidad (Rodriguez-Gil & Estrada, 2013).

- Nutrientes: La fuente de energia mas utilizada en los diluyentes espermaticos es
la glucosa ya que genera mejores resultados que otros como la trehalosa y la
sacarosa (Gadea, 2003; Pinart & Puigmulé, 2013).

- Reguladores del pH: Una vez eyaculado, el semen del cerdo presenta un pH de
7.4 £0.2. La disminucion de este parametro puede alterar y reducir el metabolismo
energético y la motilidad del espermatozoide, es por esto que se deben incluir
tampones con el fin de controlar las variaciones del pH (Yeste, 2017). El pH de los
diluyentes oscila entre 6.8 y 7.1 (Bussalleau & Torner, 2014), y puede utilizarse
desde bicarbonato de sodio y citrato de sodio, con capacidad amortiguadora
limitada, hasta sistemas mas complejos como TES, HEPES o tris que son capaces

de regular rangos mas amplios en las variaciones del pH (Gadea, 2003).

- Reguladores de presion osmotica: ElI semen de cerdo puede tolerar
osmolaridades que pueden variar entre 250 y 390 mOsm, mientras que, la de los

diluyentes oscila entre 240 y 380 mOsm/k, por lo tanto, para regular la presion
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osmotica se utilizan las sales de haluro, como el cloruro de sodio y el cloruro de

potasio, siendo este ultimo el mas usado (Yeste, 2017).

- Antibid6ticos: El semen de cerdo es susceptible a sufrir contaminaciéon durante la
colecta o procesamiento, afectando la integridad y funcién de los espermatozoides
(Bussalleau & Torner, 2014). La proliferacion de bacterias puede ser promovida por
el contenido de glucosa y por la temperatura de almacenamiento (Yeste, 2017).
Diversos estudios se han enfocado a la identificacién de antibidticos que permitan

mejorar la supervivencia celular (Pezo et al., 2019).

Adicionalmente, pueden presentar otros componentes como acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) que tiene propiedades quelantes y limita el movimiento
de calcio a través de la membrana plasmatica evitando el inicio de la capacitaciéon (Yeste,
2017), o por sustratos que proporcionen fuerza i6nica al semen como el bicarbonato

sadico, el citrato sodico o el cloruro potasico (Hidalgo, 2013).

Refrigeracion y criopreservacion de semen porcino

La criopreservacion de semen es una biotecnologia importante en la difusion de
caracteristicas genéticas, que ademas de facilitar el aprovechamiento de material genético
de gran valor, permite la conservacion del eyaculado por tiempo ilimitado y el comercio
internacional con el transporte a largas distancias, sin embargo, es una biotecnologia poco
implementada en porcicultura con un 1% del total de cerdas inseminadas (Waberski et al.,
2019).

Este poco uso en la especie porcina, radica principalmente en la menor eficiencia
presentada respecto a los resultados obtenidos con semen refrigerado, en efecto, su
practica esta restringida a la creacién de bancos de germoplasma y a la transferencia de
material genético valioso, evidenciando una implementacion mucho menor, incluso en

entidades comerciales de genética (Waberski et al., 2019).

El implementar la criopreservacion en el semen porcino, conduce a que los
espermatozoides exhiban una capacidad fertilizante menor, logrando tasas de prefiez

entre el 60 y el 70% y alcanzando un tamafio de camada entre 9 y 10 cerdas (Knox, 2015),
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No obstante, son datos que en la actualidad tienen méas posibilidad de variar y obtener
rendimientos reproductivos aceptables dado los avances logrados en la implementacion
de esta técnica (Yeste, 2017).

Sin embargo, la criopreservacion ocasiona la muerte celular en el 30 al 50% de los
espermatozoides porcinos, mientras que otra cantidad considerable de células pueden
sobrevivir, pero experimentan dafio criogénico subletal, que generan alteraciones en el
transporte de los espermatozoides y en el tiempo de supervivencia en el tracto genital
femenino (Waberski et al., 2019).

Estos efectos adversos se deben a criolesiones generadas por la formacion de hielo en el
medio que rodea a los espermatozoides, al tiempo que la célula experimenta un estrés
osmotico que deshidrata las células durante el proceso de la congelacion (Rodriguez-
Martinez & Wallgren, 2010). Alterando la supervivencia en el tracto femenino, el
establecimiento de reservorios de espermatozoides en el ttero, lafertilizacion de los évulos

y la supervivencia del embrién (Knox, 2015).

Adicionalmente, los estudios basados en la criopreservacibn de semen porcino
demuestran un importante interés en modificar protocolos y lograr resultados satisfactorios
(Pezo et al., 2019). No obstante, la congelacion del eyaculado porcino es alin un proceso
complejo, costoso (Yeste, 2017), menos eficiente y poco rentable, al requerir mayor
numero de espermatozoides y generar menos dosis a partir de un eyaculado (Williams,
2013). Por ello, es considerada una practica poco factible en un mercado que exige
comercializar la carne de cerdo a bajos precios, para lograr competitividad y rentabilidad

en la produccioén.

En este sentido, el semen refrigerado a temperaturas de 5°C o entre 15y 17°C (Cuervas
et al., 2013), constituye el método principal para conservar las dosis seminales porcinas
hasta la inseminacion artificial (Waberski et al., 2019). Esta situacion data desde 1980,
donde los inicios de la inseminacién artificial y el desarrollo de diluyentes para refrigeracion,
proporciond mas tiempo para realizar la inseminacion al permitir el aumento la vida atil de

las dosis seminales refrigeradas a 15 — 17°C (Rodriguez-Gil & Estrada, 2013).



Actividad antioxidante de la Silimarina y sus componentes (Silidianina,
Silicristina y Silibinina) y su efecto sobre la conservaciéon de semen
porcino (Sus scrofa) refrigerado

De esta manera, mas del 95% de las inseminaciones realizadas en la especie porcina
utilizan semen liquido refrigerado a 17°C (Yeste, 2017). Esta gran implementacién se debe
a que el semen refrigerado presenta una mayor conservacion de la calidad espermatica
logrando una eficiencia superior en las tasas de prefiez y el nUmero de nacidos vivos
(Pezo, 2019).

Incluso se encuentran gran cantidad de investigaciones en las que se estudia el efecto de
adicionar diferentes compuestos al diluyente espermatico porcino, buscando mantener y
mejorar la capacidad fertilizante de las células durante la refrigeracion, es decir, a
temperaturas entre 15 0 17°C (Pereira et al., 2018), con suplementacion de acido linoleico
(Teixeira et al., 2015), Melatonina (Hidalgo et al., 2011), Resveratrol (Martin-Hidalgo et al.,

2013), entre otros investigaciones con semen porcino refrigerado.

e Susceptibilidad del espermatozoide porcino a la refrigeracion

El semen conservado mediante refrigeracion experimenta cambios morfolégicos y
funcionales similares a los procesos del envejecimiento natural (Hidalgo, 2013). Por esto,
el manejo de la temperatura de almacenamiento es un factor determinante en el
mantenimiento de la calidad espermaética, especialmente en el espermatozoide porcino,
una célula particularmente susceptible a la reduccién de temperatura (Parks & Lynch,
1992; Yeste, 2017), y cuyo descenso desde la corporal hasta la de almacenamiento,
genera en la célula un choque térmico y provoca la pérdida de la movilidad espermatica y
de la viabilidad celular (Hidalgo, 2013).

Vinculado a esto, existen diferencias entre el espermatozoide bovino (resistente al frio) y
el porcino (susceptible al frio), que pueden explicar el comportamiento y la resistencia de
cada célula frente a la refrigeraciéon (Parks & Lynch, 1992). Estas diferencias estan
basadas principalmente en la composicion lipidica de la membrana (Yeste, 2017), y
muestran que el espermatozoide porcino presenta menor contenido de fosfatidilcolina y
mayor cantidad de fosfatidil-etanolamina y esfingomielina (de Leeuw et al., 1990), aspectos

gue lo hacen susceptible a este método de conservacion.

Esta susceptibilidad al frio, también puede estar determinada por el contenido de
colesterol, uno de los componentes de la bicapa lipidica capaz de aumentar la flexibilidad

y la estabilidad mecanica de la membrana, adicionalmente, este componente esta
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relacionado con la susceptibilidad de los espermatozoides al choque térmico (Juarez,
2009). En efecto, la membrana del espermatozoide porcino tiene menor contenido de
colesterol que el de otras especies como bovinos y humanos (Parks & Lynch, 1992). Como
consecuencia de la refrigeracion se pueden generar alteraciones en la célula porcina, como
reducciones en la permeabilidad de la membrana, disminucion de la movilidad, de la
viabilidad y de la actividad mitocondrial (Huo et al., 2002), ocasionando el descenso de su
periodo fértil.

En definitiva, la refrigeracion es el método de conservacién espermatica mas simple y
practico, sin embargo, este enfriamiento sumado al estrés oxidativo que implica, puede
llegar a afectar la calidad y la funcionalidad del espermatozoide porcino (Tian et al., 2019).
Por esta razén, es de gran importancia determinar la calidad espermatica del eyaculado,
mediante diferentes técnicas que permiten evaluar diversos parametros, como el volumen,
la morfologia, la acciéon de las mitocondrias (Jung et al., 2015), la funcionalidad de la
membrana plasmatica con técnicas como la prueba hipoosmética (Neild et al., 2000) y la
movilidad y cinética espermética, no obstante, esta Ultima también es posible analizarla

mediante analisis asistido por computadora (CASA) (Jung et al., 2015).

La determinacion de la movilidad es considerada como la base de toda evaluacion rutinaria
de la calidad del semen (Restrepo et al., 2013), constituyendo un analisis primordial para
el control de este factor en un eyaculado. Algunos autores han mostrado a la motilidad
como la columna vertebral de las evaluaciones espermaticas, mientras que, el desarrollo
de sistemas CASA ocurrido en las Ultimas décadas, ha permitido obtener gran cantidad de
informacién, con datos funcionales de velocidad y subpoblaciones espermaticas (Fair &
Romero-Aguirregomezcorta, 2019), otorgando resultados mucho mas objetivos y precisos
(Restrepo et al., 2013)

Adicionalmente, se cuenta con pruebas alternativas que son mas innovadoras y de mayor
precision, como es el caso de aquellas evaluaciones que emplean espectrofluorimetria y
citometria de flujo. Estas, son posibles gracias al descubrimiento de sondas y fluorocromos
que permiten visualizar y cuantificar la fluorescencia emitida por la célula y sus
compartimentos, logrando realizar un analisis mas completo de los espermatozoides
(Restrepo et al., 2013), logrando evaluar parametros como el potencial de membrana

mitocondrial (Guo et al., 2017), integridad estructural de membrana plasmatica (Merino et
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al., 2017), fragmentacion de ADN (Darzynkiewicz et al., 1992), peroxidacion lipidica (Awda
et al., 2009), estabilidad de membrana (Kavak et al., 2003), produccion de especies
reactivas de oxigeno (Guthrie & Welch, 2006), capacidad antioxidante total (Ou et al.,
2001), entre muchas otras.

Estrés oxidativo y defensa antioxidante del semen
porcino

El metabolismo del espermatozoide produce una serie de moléculas denominadas
especies reactivas de oxigeno (EROs) que incluye aniones superdxido (O-), peréxido de
hidrogeno (H-»0.), radicales hidroxilos (+ OH), 6xido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO)
(Rhoades et al., 1990; Cuevas et al., 2013).

El alto contenido de acidos grasos y la poca cantidad de citoplasma en la célula
espermatica favorece la producciéon de estas especies reactivas de oxigeno (Hidalgo,
2013). Estas especies llegan a ser esenciales y determinantes para el cumplimiento de
ciertas funciones normales en los espermatozoides como lo son la capacitacién, la
hiperactivacion y la reaccién del acrosoma, sin embargo, su acumulacién induce a un
estrés oxidativo (Bollwein & Bittner, 2018) y afectar negativamente la calidad espermética

y la capacidad fertilizante (Agarwal et al., 2014).

Las EROs méas comunes encontradas en los espermatozoides porcinos e implicadas en el
dafio oxidativo son el anion superdxido (O2-) y el peréxido de hidrégeno (H20-) (Guthrie &
Welch, 2006). Un incremento en los niveles de EROs suele estar asociado a la presencia
de espermatozoides no funcionales, siendo los leucocitos y los espermatozoides

inmaduros la principal fuente endégena de estas moléculas (Garrido et al., 2004).

La conservacion tanto en refrigeracion como congelado produce estrés oxidativo, el cual
es generado al existir un equilibrio a favor de los radicales libres como consecuencia del
agotamiento en el nivel de antioxidantes (Bollwein & Bittner, 2018; Faudale et al., 2008).
Este estrés oxidativo puede afectar los lipidos, proteinas, acidos nucleicos e incluso

azucares (Bollwein & Bittner, 2018).

Los lipidos, que estan presentes en la membrana plasmatica son los mas susceptibles a

sufrir dafio a causa del estrés oxidativo, dado que las EROs atacan los &cidos grasos
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poliinsaturados y producen una serie de reacciones quimicas en cadena (peroxidaciéon
lipidica), como consecuencia de la acumulacién de EROs, al romperse el equilibrio entre
la generacion de estas moléculas y la accion de defensa (Agarwal et al., 2008; Bollwein &
Bittner, 2018).

La peroxidacion lipidica genera lipidos peroxidados que al ser degradados generan nuevos
radicales libres y compuestos citotoxicos (Hidalgo et al., 2013). Esta serie de reacciones
pueden ocasionar la pérdida de hasta el 60% de acidos grasos presentes en la membrana
como el docosahexanoico (Jones et al., 1979), afectando la integridad de la membrana, su
cohesion, fluidez, permeabilidad y funcion, llegando incluso a producir la muerte celular
(Hidalgo, 2013).

Este aumento en las EROs, también puede afectar a las proteinas, ocasionando pérdida
de la actividad catalitica de las enzimas, dafio en la integridad de proteinas estructurales,
oxidacion de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos, escision de los enlaces
peptidicos e incluso, la interrupcion de la regulacién de vias metabdlicas (Cardenas &
Pedraza, 2006).

Las EROs también pueden afectar el ADN, principalmente el ADN mitocondrial dado que
este se encuentra mas expuesto a las EROs provenientes de la cadena respiratoria y
presenta menor estabilidad al carecer de histonas (Cordova et al., 2009). Estas EROs
reaccionan con las bases nitrogenadas y la desoxirribosa, generando dafio en el ADN al
modificar, causar rotura de filamentos y provocar la liberacién de bases (Cardenas &
Pedraza, 2006; Bollwein & Bittner, 2018). EI ADN en presencia de EROs sufre
fragmentacion, alteraciébn en la compactacién y enrollamiento del ADN dentro de la

cromatina, afectando su funcionalidad (Cardenas & Pedraza, 2006).

Uso de antioxidantes en el semen porcino

Los espermatozoides porcinos estan equipados con un sistema antioxidante presente a
nivel intracelular y en el plasma seminal, que contrarresta los efectos toxicos de las
especies reactivas de oxigeno producidas durante el estrés oxidativo generado en la
conservacion, sin embargo, este sistema tiende a ser relativamente débil (Hidalgo, 2013).

Dentro de este sistema antioxidante se encuentran varias enzimas, entre las que se
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destaca la superéxido dismutasa (SOD) cuya concentracion disminuye durante el proceso
de refrigeracion, crioconservacion y postdescongelamiento, aumentando la susceptibilidad
de los espermatozoides a la accion de los radicales libres (Marti et al., 2008).

Por su parte, un antioxidante es definido como una sustancia que cuando se encuentra
presente en bajas concentraciones respecto a los sustratos oxidables, retrasa o anula la
oxidacion de dicho sustrato, ademas tiene la capacidad de prevenir la formacion

descontrolada de radicales libres e inhibir sus reacciones (Membrillo Ortega et al., 2003).

En la actualidad, se han realizado diversos estudios suplementando los diluyentes
espermaticos porcinos con diferentes tipos de antioxidantes como la melatonina (Flores et
al., 2018; Hidalgo, 2013), y otros mas con vitaminas como la C y la E (Beconi et al., 1993);
todo ello, en busca de evitar los cambios y efectos perjudiciales que suceden durante la
conservacion espermatica. Sin embargo, una concentracion alta de estos antioxidantes en
la suplementacion de los diluyentes puede afectar la integridad funcional del acrosoma y

la membrana celular (Zhang et al., 2015), alterando asi, la funcionalidad espermatica.

Antioxidantes alternativos para la conservacion de semen

En los ultimos afios, ha existido un interés particular en estudiar la fisiologia espermatica
durante su almacenamiento y encontrar alternativas que permitan conservar una calidad
Optima hasta la inseminacion, aumentando el interés de hallar antioxidantes naturales que
ademas de ser amigables con el ambiente, tengan una buena capacidad protectora (El-
Sheshtawy & El-Nattat, 2017).

En la especie porcina, los estudios basados en la suplementacién de diluyentes
espermaticos con antioxidantes alternativos no son muy abundantes, sin embargo, se
reportan estudios de moléculas naturales como el Resveratrol y su uso como antioxidante
en diluyentes espermaticos porcinos, sin embargo, su suplementacion en estos
espermatozoides ha evidenciado un efecto deletéreo ocasionando la caida en el contenido
de ATP y la reduccién en el potencial de membrana mitocondrial y en la movilidad (Martin-
Hidalgo et al., 2013).
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Silimarina

La Silimarina constituye un flavonoide polifendlico con funcion antioxidante que se extrae
de las semillas de cardo mariano (Silypum marianum) (ElI-Sheshtawy & El-Nattat, 2017),
capaz de eliminar radicales libres, aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes y
brindar proteccién contra la peroxidacion de lipidos celulares. Esta molécula, tiene
actividad antioxidante y protectora contra enfermedades cardiovasculares y otras
patologias asociadas a este tejido como lo son la hipertension inducida por estrés

oxidativo, arteriosclerosis y toxicidad cardiaca (Taleb et al., 2018)

En la actualidad, se han realizado diversas investigaciones, una de ellas confirma la
actividad antifatiga del extracto de Silimarina en ratones (Jia & Zhao, 2022), mientras que
otras investigaciones demuestran su efecto protector, entre ellas se encuentra la
administracién de esta molécula a nivel intraperitoneal y su accion protectora en células
cardiacas de rata expuestas a fluoruro de sodio (Nabavi et al., 2012). Asi mismo, se ha
evaluado su efecto en células hepéaticas, donde dicha molécula disminuyo los efectos
nocivos causados por la ictericia cronica en hepatocitos de rata (Onalan et al., 2016),
obteniendo en ambos estudios, resultados muy positivos en cuanto a la capacidad

antioxidante y de proteccion de la Silimarina.

En un estudio basado en el efecto antioxidante y el mecanismo de accién de la Silimarina
en enfermedades cardiovasculares inducidas por estrés oxidativo, se detalla que esta
molécula actla como captador de radicales libres y mejora la acciébn de enzimas
antioxidantes como la catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa,
potenciando la actividad antioxidante propia de la célula, al tiempo que mejora la actividad
de enzimas mitocondriales, aumenta la activacién de ribosomas y la sintesis de proteinas,

incrementando la capacidad regenerativa (Taleb et al., 2018).

También se ha encontrado que la Silimarina puede actuar sobre la permeabilidad de la
membrana celular y aumentar su estabilidad, al unirse a varias proteinas de membrana y
modificar funciones de transportadores y receptores celulares (Taleb et al.,, 2018).
Adicionalmente, la Silimarina es una molécula capaz de prevenir la formacion de radicales

libres al inhibir enzimas especificas de la produccién de EROs, mejorar la integridad de las
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mitocondrias, optimizar la cadena transportadora de electrones cuando se encuentra en

condiciones de estrés y reducir la fuga de estos (Taleb et al., 2018).

e Componentes de la Silimarina

La Silimarina, es una molécula descrita como una mezcla de flavonolignanos
caracterizados como Silidianina, Silicristina y Silibina (Pascual et al., 1993; Surai, 2015),
esta Ultima también conocida como Syn, Silibin o Silibinina (Andrzejewska et al., 2015). La
capacidad de captacién de radicales libres entre estos componentes es variable, con
estudios que muestran que los flavonolignanos menos abundantes, Silicristina y
Silidianina, tienen mayor actividad que la Silibinina, siendo este Gltimo el compuesto de la
Silimarina mas abundante y estudiado (Dvofak et al., 2003; Surai, 2015). Incluso, se ha
encontrado que, la Silimarina, llega a ser hasta 8 veces mas potente que la Silibinina, como

eliminador de radicales libres (Surai, 2015).

También, se han encontrado otros estudios donde se ha evaluado el efecto de usar
Silidianina y Silicristina en hepatocitos de ratones (Suk et al., 2019) y de humanos (Vrba et
al., 2018). constituyendo de esta manera, un enfoque preventivo contra enfermedades
generadas por estrés oxidativo. Adicionalmente, la Silidianina, ha sido evaluada en
neutréfilos polimorfonucleares, donde redujo la produccion de radicales superoxidos, la
peroxidacion lipidica y exhibi6 una buena capacidad para eliminar radicales libres
(Zielinska-Przyjemska & Wiktorowicz, 2006).

Paralelamente, existen investigaciones sobre la Silibinina en las que la evaluacion de esta
molécula en células hepaticas, demuestra que su actividad protectora esta basada en la
capacidad para captar radicales libres y acelerar la regeneracion de los hepatocitos
(Pascual et al., 1993). De la misma manera, se evalué el efecto de la Silibinina en células
de fibroblastos embrionarios de rata expuestas a peréxido de hidrégeno, confirmando la

actividad antioxidante y antiinflamatoria propia de esta molécula (Baeeri et al., 2018).

e Uso de Silimarinay sus componentes en células espermaticas
La suplementacién de Silimarina en diluyentes espermaticos se ha realizado con el fin de

evaluar su efecto protector en la conservacién celular.
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En la actualidad, se han realizado varios estudios en espermatozoides de diversas
especies, entre ellos, se ha encontrado su efecto a nivel terapéutico en espermatozoides
de rata sometidos previamente a un estrés oxidativo con acrilamida (Ahmed et al., 2022) y
en ratas diabéticas (Pourheydar et al., 2021).

Adicionalmente, se encuentra la suplementacion con Silimarina en diluyentes
espermaticos bovinos, donde se logré conservar el semen de toro en refrigeracion hasta
por 8 0 9 dias y con una calidad adecuada para ser usado en Inseminacion artificial segun
la concentracion adicionada, ademas de mejorar el porcentaje de células vivas y con
membranas intactas posdescongelacion, y mantener la motilidad espermatica.
Concluyendo asi, que la adiciéon de Silimarina mejor6 la conservacion en semen de toro

refrigerado y congelado (El-Sheshtawy & El-Nattat, 2017).

Del mismo modo, se tiene reporte de la suplementacion de esta molécula en los diluyentes
espermaticos de carnero, donde la adicion de Silimarina demostr6 su capacidad
antioxidante y protectora en parametros como la viabilidad, movilidad y potencial de
membrana mitocondrial de espermatozoides tratados previamente con arsenito de sodio.
En este estudio se mostré a la Silimarina como una molécula capaz de compensar los
efectos toxicos del arsenito de sodio y mejorar la capacidad del sistema antioxidante propio

del plasma seminal (Eskandari & Momeni, 2016).

Asimismo, es posible encontrar dos estudios realizados en espermatozoides humanos,
donde se muestra a la Silimarina como un potente antioxidante capaz de compensar los
efectos negativos producidos por el cloruro de Aluminio sobre la calidad espermatica y
peroxidacion lipidica (Aghashahi et al., 2020) y mitigar la toxicidad generada por Cloruro
de Cadmio (Etemadi et al., 2020).

Por dltimo, y no menos importante, se reporta un Unico estudio donde se evalu6 el efecto
protector de la Silimarina en espermatozoides porcinos previamente sometidos a
Bisphenol, permitiendo mejorar y compensar las caracteristicas espermaticas de las

células porcinas, aun en presencia de compuestos téxicos (Jang et al., 2011).

Hasta el momento, no se han encontrado reportes de Silidianina y Silicristina en

espermatozoides de ninguna especie, pero su accion protectora descrita en diferentes
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tipos de células, hacen que sean consideradas como alternativas viables en la

preservacion de semen porcino.

No obstante, se encontraron algunos reportes del efecto de la Silibinina en células
espermaticas del epididimo de ratas macho, donde se demuestra que su administracion
via intraperitoneal, generd la disminucién en el porcentaje de espermatozoides muertos /
vivos, aumenté la motilidad espermética vs espermatozoides de animales sin Silibinina y
logré mitigar los efectos toxicos del metotrexato en el tejido testicular (Oufi & Al-Shawi,
2014), mientras que conservo la motilidad, el numero de células viables y mostr6 un efecto
protector sobre el tejido testicular en ratas macho tratadas con del Sulfato de Niquel
(Temamogullari et al., 2021).

A continuacion, se evidencia en la tabla 1.1, un resumen de los articulos encontrados
donde se evallan las moléculas estudiadas en la presente tesis y su efecto en
espermatozoides de diferentes especies. Esta tabla solo incluye estudios basados en la
adicién de Silimarina y Silibinina, dado que, hasta el momento, no se han encontrado
investigaciones que evallen la actividad de Silicristina y Silidianina en células

espermaticas.

Tabla 1.1 Resumen de estudios realizados en espermatozoides de diferentes especies

Molécula | Especie Articulo Autores Afio
. Protective Effects of Silymarin against the Toxicity of Bisphenol A (BPA) on Boar
Porcino Jang et al. 2011
Sperm
Protective effect of Silymarin on viability, motility and Impact of membrane potential . .
Carnero ) ) ) Eskandari, F., & Momeni, H. R. 2016
of ram sperm treated with sodium arsenite
Effect of Different Levels of Silymarin and Caproic impact Storage of Ram Semen o .
Carnero | = Roostaei-Ali, M., Parisoush, P. 2016
in Liquid Form
Bovino Impact of Silymarin enriched semen extender on bull sperm El-Sheshtawy, R., & El-Nattat, W. | 2017
Silimarina Impact of aluminium toxicity on vital human sperm parameters—Protective effects .
Humano . . Aghashahi et al. 2020
of Silymarin
Humano | Impact of Silymarin on cadmium-induced apoptosis in human spermatozoa Etemadi et al. 2020
Effect of Silymarin and metformin on the sperm parameters and histopathological
Ratas o . . Pourheydar et al. 2021
changes of testes in diabetic rats: An experimental study
Silymarin abrogates acrylamide-induced oxidative stress-mediated testicular
Ratas toxicity via modulation of antioxidant mechanism, DNA damage, endocrine deficit Ahmed et al. 2022

and sperm quality in rats.




Silibinina

Ratas

23

The effects of different doses of silibinin in combination with methotrexate on

testicular tissue of mice

Oufi, H. G., & Al-Shawi, N. N.

2014

Ratas

Protective role of silibinin over nickel sulfate-induced reproductive toxicity in male
rats

Temamogullari et al.

2021
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Actividad antioxidante de la Silimarina y sus componentes (Silidianina,
Silicristina y Silibinina) y su efecto sobre la conservaciéon de semen
porcino (Sus scrofa) refrigerado

Capitulo enfocado al cumplimiento del objetivo especifico 1: Evaluar el efecto de la Silimarina y algunos
componentes (Silidianina, Silicristina y Silibinina) sobre la calidad espermética del semen porcino
refrigerado.

Capitulo 1: Efecto de Ila Silimarina y sus
flavonolignanos sobre la calidad espermatica del
semen porcino refrigerado

Resumen

La adicién de antioxidantes en los diluyentes para semen porcino es una alternativa para
mitigar la reduccioén de la calidad espermatica durante la refrigeracibn como consecuencia
del estrés oxidativo. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la Silimarina
y los flavonolignanos (Silibinina, Silicristina y Silidianina) sobre la calidad del semen porcino
durante el almacenamiento liquido a 16°C. El semen de cerdo se diluy6 en MRA ®
diluyente porcino de KUBUS y se complemento con las diferentes concentraciones de los
flavonolignanos evaluados. Los efectos de los respectivos tratamientos sobre el semen se
analizaron cada 24 horas durante el periodo de almacenamiento (96 horas) en un sistema
CASAy se evalué la integridad funcional de la membrana plasmatica a las 0 y 96 horas de
enfriamiento. Los resultados del presente estudio sugieren que las concentraciones de los
diferentes flavonolignanos tienen diversos efectos sobre la calidad del semen. La
suplementacién de 10 uM y 20 uM de Silidianina y Silibinina 20 uM mostré valores mas
altos de motilidad total y progresiva en los espermatozoides porcinos a la hora 96 de
enfriamiento. Las muestras de semen suplementadas con DMSO, Silibinina 20 pM,
Silidianina (todas las concentraciones), Silimarina 20 uM y Silicristina 10 uM mostraron una
menor reduccion de la calidad del semen durante el tiempo de almacenamiento en
condiciones de refrigeracién, respecto al control. Mientras que Silibinina 60 pM, Silicristina
40 uM y 60 pM y Silimarina 60 uM mostraron una mayor reduccion de la calidad del semen
gue el control durante el almacenamiento. Se concluye que la suplementacion del diluyente
espermatico con Silimarina y sus flavonolignanos, puede modificar y mejorar la movilidad

y cinética espermatica del semen porcino refrigerado.

Palabras clave:

Andlisis espermatico, Porcino, Silibinina, Silicristina, Silidianina, Silimarina.
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Abstract

The addition of antioxidants in swine semen extender is an alternative to mitigate the
reduction of sperm quality during refrigeration due to oxidative stress. The purpose of this
research was to evaluate the effect of Silymarin and flavonolignans (Silybinin, Silychristin
and Silydianin) on the boar semen quality during liquid storage at 16°C. Porcine semen
was diluted in MRA ® KUBUS (refrigeration diluent for porcine semen) and supplemented
with the different concentrations of the flavonolignans evaluated. The effects of the
respective treatments on semen quality were analyzed every 24 hours during the storage
period (96 hours) in a CASA system and the functional integrity of the plasma membrane
was evaluated at 0 and 96 hours of cooling. The present study results suggest that
concentrations of the different flavonolignans have different effects on semen quality.
Supplementation of 10 uM and 20 puM of silydianin and Silybinin 20 uM showed higher
values of total and progressive motility in porcine spermatozoa at hour 96 of cooling. Semen
samples supplemented with DMSO, Silybinin 20 pM, Silydianin (all concentrations),
Silymarin 20 uM and Silychristin 10 uM showed a smaller decrease in semen quality per
storage time than the control. While Silybinin 60uM, Silychristin 40 uM and 60 uM and
Silymarin 60 uM showed a greater reduction in semen quality than the control during
storage. It is concluded that the supplementation of sperm extender with silymarin and its
flavonolignans can modify and improve the sperm motility and sperm kinetics of refrigerated

porcine semen.

Keywords: Silybinin, Silychristin, Silydianin, Silymarin, Sperm Analysis, Swine.
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porcino (Sus scrofa) refrigerado

1.1. Introduccion

La inseminacion artificial (IA) es la técnica de mayor implementacion en la produccién
porcina (Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019), la cual, puede ser realizada con semen
congelado o refrigerado. En porcinos, este ultimo método de conservacion hace referencia
a someter las dosis seminales a temperaturas de 5°C o entre 15y 17°C (Cuevas et al.,
2013). En este sentido, la practica de la inseminacion artificial en esta especie, esta
mayormente direccionada al uso de la refrigeracion como medio de conservacion, donde
mas del 95% de estas inseminaciones son realizadas con semen almacenado en estado
liquido (15 - 17°C) (Yeste, 2017). Estas condiciones de almacenamiento, permiten la
conservacion del semen porcino por hasta varios dias segun el diluyente empleado (Fair

& Romero-Aguirregomezcorta, 2019).

Aungue la refrigeracion, es el método de conservacidn espermatica mas simple y practico,
el semen porcino no puede refrigerarse durante largos periodos de tiempo, dado que su
calidad se reduce rapidamente como consecuencia del enfriamiento, que, sumado al
estrés oxidativo que implica, puede afectar la calidad y la funcionalidad del espermatozoide

porcino (Tian et al., 2019), e impedir una reproduccion exitosa.

Estas alteraciones, se deben a la composicién de su membrana plasmatica, que, al ser
rica en acidos grasos poliinsaturados (PUFA), convierte al espermatozoide porcino en una
célula altamente susceptible a sufrir dafios durante el periodo de conservacion,
propiciando la disminucion de la calidad espermatica (Williams, 2013); y generando gran
interés en potenciar esta técnica, al ser considerado un proceso complejo cuando se tiene

el objetivo de preservar su capacidad fertilizante.

La reduccién en la calidad espermética ocurrida durante la refrigeracion, es explicada por
la presencia de especies reactivas de oxigeno (EROs), moléculas que estan asociadas a
la pérdida de permeabilidad y funcionalidad de la célula espermatica (Cordova et al., 2009).
Por tal razén, una alternativa planteada y ampliamente estudiada para mejorar la calidad
del semen conservado es la adicion de antioxidantes al diluyente espermatico porcino
(Funahashi & Sano, 2005; Tian et al., 2019), dado que presentan efectos protectores sobre

las membranas al reducir la producciéon de EROs (Li et al., 2017).
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En la actualidad, existen investigaciones en el semen de diferentes especies donde se ha
estudiado la adiciébn de moléculas antioxidantes y su efecto sobre diferentes parametros
espermaticos. De igual manera, se ha evaluado la suplementacién de moléculas
antioxidantes en el semen porcino, como melatonina (Flores et al., 2018), vitamina Cy E
(Beconi et. al, 1993), glutatién y cisteina (Funahashi & Sano, 2005), acido rosmarinico
(Feng et al., 2020) y acido salvianico A (Tian et al., 2019) con muy buenos resultados en

la conservacion de células espermaticas.

Entre los antioxidantes alternativos que han sido usados recientemente, se encuentra la
Silimarina, un flavonoide extraido de la planta Silybum marianum (cardo mariano), que ha
sido estudiado en células cardiacas, hepaticas, y en espermatozoides de rata (Pourheydar
et al.,, 2021; Ahmed et al., 2022), bovinos (El-Sheshtawy & El-Nattat, 2017), humanos
(Aghashahi et al., 2020; Etemadi et al., 2020; Etemadi et al., 2022) y ovinos (Eskandari &
Momeni, 2016). Especificamente en células espermaticas porcinas, se encuentra un
estudio donde se prueba su buena accién protectora frente a los efectos téxicos generados
por el bisphenol (Jang et al., 2011). Todas aquellas investigaciones, han permitido

comprobar la capacidad antioxidante y de proteccién atribuida a la Silimarina.

A su vez, la composicion de esta molécula ha sido detallada por la presencia de varios
flavonolignanos, principalmente Silidianina, Silicristina y Silibinina (Pascual et al., 1993),
los cuales poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas (Surai,
2015). A la fecha no se han encontrado estudios de la suplementacién de Silidianina y
Silicristina en la conservacion de espermatozoides. Mientras que, se ha probado el efecto
antioxidante de la Silibinina en testiculos y en espermatozoides recuperados del epididimo
de ratas macho con administraciéon intraperitoneal de sulfato de niquel (Temamogullari et
al., 2021) y de metotrexato (Oufi & Al-Shawi, 2014).

En este sentido, el presente capitulo se plantea con el fin de cumplir con el objetivo
especifico 1, Evaluar el efecto de la Silimarina y algunos componentes (Silidianina,

Silicristina y Silibinina) sobre la calidad esperméatica del semen porcino refrigerado a 16°C.
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1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Localizacion

Esta investigacion se llevo a cabo en la Estacion Agraria San Pablo, perteneciente a la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. Un centro de produccién ubicado en el
municipio de Rionegro, vereda el Tablacito, zona Oriental del Departamento de Antioquia,
con una extension de 27.67 hectareas dedicadas a la produccién e investigacion en

porcinos y que cuenta con un laboratorio para el procesamiento de semen.

Este centro de produccion, se caracteriza por presentar una temperatura promedio entre
12 y 18°C, esta ubicado a una altura aproximada de 2100 metros sobre el nivel del mary
presenta una precipitacion de 2280 mm al afio y una humedad relativa de 75.5%.

El material de investigacion (semen porcino) se recolect6 de los cerdos pertenecientes a
esta granja, cuyas muestras fueron procesadas y evaluadas en el Laboratorio de

reproduccion animal ubicado en esta misma estacion agraria.

1.2.2. Recoleccion y procesamiento del material de
investigacion

Para esta investigacion se colectaron cinco machos porcinos de diversas lineas genéticas
(Landrace Belga, PIC410 y Pietran, entre 3 y 5 afios de edad) con tres eyaculados por
animal, para un total de quince eyaculados. La recoleccién del semen se realiz6 mediante
el método de mano enguantada (Feng et al., 2020), donde empleando guantes de polivinilo
y sobre un “potro” sélido o maniqui, se realizé la colecta de los eyaculados. Posterior a la
eyaculacién, se removié por filtracion y de manera inmediata, la primera parte del
eyaculado o fraccién gel que carece de espermatozoides y puede afectar la conservacion
del eyaculado. Dentro de los siguientes 15 minutos siguientes a la colecta, el material

seminal fue sometido a una temperatura de 37°C en un bafio maria.

Al semen colectado le fue medida la concentracion en fresco mediante un fotobmetro
minitube SDM1, con el software previamente configurado en especie porcina y con una
gota de 30 pyL de semen puro. Ademas, se evaluaron los parametros de volumen y

movilidad, mediante una probeta graduada y un sistema CASA (HTM-IVOS versién 12.3
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by HAMILTON THORNE). Solo se procesaron los eyaculados con minimo 60% de

movilidad.

Posteriormente, se realizé la dilucion en MR-A ® diluyente porcino de KUBUS (Kubus S.A,
Madrid, Spain), hasta alcanzar una concentracion de 60 millones de espermatozoides /
mL, se midi6 nuevamente la movilidad en sistema CASA después de la dilucion y se
depositaron 5 mL de este semen diluido en tubos falcon, para su respectiva
suplementacion con el antioxidante correspondiente de las 4 moléculas planteadas

(Silimarina, Silidianina, Silicristina y Silibinina).

También se analiz6 un control sin adicion de antioxidante (Control) y otro con
Dimetilsulfoxido (DMSO) en un volumen representativo de la cantidad utilizada en la
disoluciéon de cada molécula. Este ultimo se tuvo en cuenta dado que este crioprotector
constituy6 el medio de dilucién utilizado para los antioxidantes trabajados. Lo anterior se

especifica en la siguiente tabla (tabla 1.2).

La refrigeracion del semen diluido y previamente suplementado con la molécula respectiva,
se realiz6 a una temperatura de 16°C en una nevera modificada para refrigeracién, durante
cinco dias consecutivos. Esto Ultimo, teniendo en cuenta que la refrigeracion de semen
porcino a una temperatura de 15 a 17°C (Torres et al., 2014) y por 5 dias, es el método de
conservacion espermatica mas utilizado para la implementacion de la inseminacién
artificial (Hidalgo, 2013).

Tabla 1.2. Cantidad de antioxidante suplementada por tratamiento

Antioxidante Stock Concentracion Tratamiento
- - - CONTROL
20 uM SILIB20
Silibinina 5,18 mM 40 uM SILIB40
60 uM SILIB60
10 uM SILIC10
20 uM SILIC20
Silicristina 2,47 mM
40 pM SILIC40
60 uM SILIC60
10 uM SILID10
Silidianina 20,73 mM
20 uM SILID20
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40 uM SILID40
60 uM SILIC60
20 uM SILIM20
Silimarina 20,73 mM 40 uM SILIM40
60 uM SILIM60

Todas las moléculas del presente estudio, fueron adquiridas en Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO).

1.2.3. Analisis de la calidad espermaética

e Movilidad y cinética espermatica

La movilidad y cinética espermética fue evaluada mediante un sistema computarizado de
andlisis de semen (CASA, Hamilton Thorne, Computer Assisted Sperm Analyzer, HTM-
IVOS versién 12.3, Hamilton Thorne Research, Massachusetts, USA), dotado de una placa
térmica a 37°C, previamente configurado en la opcion CERDO, para muestras de semen
con una concentracion de 2 x 108 células / mL, y seleccionando 5 campos de lectura o 500

espermatozoides.

Cada 24 horas, durante los 5 dias de refrigeracion, se realizaron las mediciones de
movilidad y cinética espermatica de cada tratamiento. Para dicha evaluacion, las muestras
provenientes de la nevera de refrigeracion (16°C), fueron incubadas a 37°C durante 20
minutos (Fang et al., 2017). Cumplido este periodo, se deposité una gota de 5 L en un

portaobjetos y se cubrié con una lamina cubreobjetos, ambas precalentadas a 37°C.

En esta técnica, fueron analizados movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP),
velocidad rectilinea (VSL), velocidad curvilinea (VCL), velocidad media (VAP), amplitud
media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), frecuencia de batido (BCF), indice

de rectitud (STR), indice de linealidad (LIN), y las células rapidas.

e Integridad funcional de la membrana plasmatica

La integridad funcional de la membrana plasmatica se evalu6 mediante el Test de
Hinchamiento hipoosmotico (HOST) con algunas modificaciones (Neild et al., 2000), y cuya
solucioén hipoosmoética fue preparada con fructosa, citrato de sodio y agua destilada (Fang
etal., 2017)
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Para esta evaluacion, se depositd en tubos eppendorf, 1 mL de solucion HOST y 50 uL de
la muestra de semen de cada tratamiento. Los tubos fueron incubados en un bafio Maria
durante 30 minutos a 37 °C. Finalizada la incubacion, se tomaron 10 pL de la mezcla en
un portaobjetos con su respectivo cubreobjetos y se realiz6 el conteo de 200
espermatozoides por lamina en minimo 5 campos diferentes (400X), utilizando un
microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.). De esta manera, se
determinaron las células con y sin reaccion, clasificando como espermatozoides con
membrana plasméatica funcional aquellos que mostraron hinchamiento en la cola
(reaccionados) (Basioura et al., 2018). Esta evaluacion fue realizada a la hora 0 y 96 de

refrigeracion.

1.2.4. Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los antioxidantes sobre la calidad del semen porcino refrigerado,
se ajustaron modelos lineales generalizados con el fin de determinar el efecto del
tratamiento en las variables dependientes (movilidad total, movilidad progresiva, cinética
espermatica e integridad funcional de la membrana plasmatica). Para cada una de las
variables dependientes se us6 el efecto fijo anidado del eyaculado dentro del porcino y el
efecto fijo del tratamiento. La comparacion de las medias entre los tratamientos fue

realizada mediante la prueba de rangos multiples de Duncan.

Se realiz6 un anadlisis de componentes principales que permitieran retener la mayor
cantidad de informacién de las variables originales, posteriormente, se realizdé un analisis
no jerarquico, por ultimo, un andlisis discriminante por etapas de los clusters obtenidos
(NuRez-Martinez et al., 2006), calculando un indice de calidad del semen (SQi), con los
pardmetros de movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), y cinética espermatica
(VAP, VCL, VSL, ALH, BCF, STR, LIN y Rapidos). Este indice fue utilizado para evaluar la
influencia del tiempo en la calidad del semen de cada tratamiento, mediante un analisis de
regresion lineal. El nivel de significancia considerado para todas evaluaciones fue p < 0,05.

Todos los analisis se realizaron con el software SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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1.3. Resultados

Todos los modelos ajustados fueron significativos (p < 0,05) para las diferentes variables
en los 5 dias consecutivos de evaluacion, presentando coeficientes de determinacion (R?)
entre 19,20% y 72,41%. Al mencionar especificamente los intervalos de R? en los
diferentes tiempos, se evidencia que, para el tiempo 0, los valores se encontraron entre
30,35% y 55,14%, mientras que, para el tiempo 24 y 48, se presentaron R? entre 39,90%
y 60,01% y entre 29,02% y 54,23% respectivamente. A la hora 72 de refrigeracion se
mostraron R? superiores a los obtenidos en los otros tiempos, con un rango entre 36,44%

y 72,41%. Mientras que para la hora 96, el intervalo estuvo entre 19,20% y 64,35%.

El efecto del porcino, anidado en el eyaculado mostré significancia para todos los tiempos
en todas las variables de movilidad y cinética espermatica, con valores p inferiores a 0,05.
Mientras que, para el efecto del tratamiento, las mayores diferencias (p < 0,05) en las

variables evaluadas se presentaron en los tiempos 72 y 96 de refrigeracion.

A continuacién, se presentan diversas graficas y tablas que reflejan los resultados
obtenidos en los diferentes parametros evaluados mediante el sistema CASA IVOS y el

test hipoosmoético.

1.3.1. Movilidad Total

La figura 1.1 representa el comportamiento de la movilidad total evaluada durante los 5
dias (96 horas) consecutivos de refrigeracibn, como consecuencia de la respectiva

molécula antioxidante suplementada por tratamiento.

En este periodo de tiempo transcurrido durante la refrigeracién (96 horas), se puede

observar una reduccién gradual en el porcentaje de movilidad total.
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Figura 1.1Efecto de los antioxidantes sobre la Movilidad Total durante la refrigeracion
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Los valores de movilidad total estan expresados en porcentaje + el error estandar. a-e: Diferentes superindices indican
diferencias entre tratamientos, dentro de un mismo tiempo de evaluacion (p < 0,05). Oh, 24h, 48h, 72h y 96h hace
referencia a las horas de enfriamiento a 16°C.

En la figura 1.1, es posible observar que las diferencias de movilidad total no fueron tan
evidentes en el tiempo 0 y 24, no obstante, a partir de las 48 h de refrigeracion, las
diferencias entre tratamientos empiezan a aumentar, haciéndose mas notoria esta

tendencia a las 72 h y 96 h de conservacion.

Vinculado a esto, no se presentaron diferencias en la movilidad total entre el control y el
DMSO durante ningdn momento de la refrigeracién, sin embargo, ambos tratamientos

empiezan a diferir de otros a partir de la hora 72 de refrigeracion.

Del mismo modo, es posible apreciar que el tratamiento SILIC60 muestra una tendencia a
reducir la movilidad desde el tiempo 0, no obstante, este efecto negativo sobre la movilidad
es mas drastico a partir de las 72 h de refrigeracién. Mientras que, SILID20 evidencia

mayores valores de este parametro en el tiempo 96 de conservacion.

1.3.2. Movilidad Progresiva

En la figura 1.2, se evidencia el efecto de los diferentes antioxidantes y sus
concentraciones sobre la movilidad progresiva, evaluada con el sistema casa IVOS en los
5 dias consecutivos de refrigeracion. En este parametro, también es evidente una
disminucion gradual, a medida que avanza el tiempo de almacenamiento para todos los

tratamientos (figura 1.2).
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Figura 1.2 Efecto de los antioxidantes sobre la Movilidad Progresiva durante la refrigeracion
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Los valores de movilidad progresiva estan expresados en porcentaje + el error estandar. a-e: Diferentes superindices
indican diferencias entre tratamientos, dentro de un mismo tiempo de evaluacion (p < 0,05). Oh, 24h, 48h, 72h y 96h hace
referencia a las horas de enfriamiento a 16°C.

En la figura 1.2, se observan muchas mas diferencias entre tratamientos respecto a la
figura 1.1. Sin embargo, es importante mencionar que el tratamiento SILID10 muestra una
mayor movilidad progresiva en la mayoria de los tiempos de evaluacion, mientras que
SILIC60 conserva la tendencia de generar un efecto negativo sobre este parametro a lo

largo del almacenamiento.

Cabe resaltar que a la hora 96 tanto en la figura 1.1 como en la 1.2, las menores
concentraciones de cada molécula fueron las que presentaron mayores porcentajes de
movilidad (total y progresiva) respecto a las mas altas concentraciones del mismo
antioxidante, exceptuando SILIM40 que fue quien present6é movilidades superiores en
Silimarina, y SILID60, que para movilidad total presentd6 mayor porcentaje que SILID40
(figura 1.1).

1.3.3. Cinética espermatica

El comportamiento de la cinética espermatica se muestra en la tabla 1.3, la cual representa
los parametros VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN y rapidos en un tiempo de

refrigeracion determinado.

Tabla 1.3. Efecto de los antioxidantes sobre la cinética espermatica durante la refrigeracion



tiempo

) TTO VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN RAPIDOS
CONTROL 50,44 +3,17%° 42,61£242%® 96,64 4,05 5,01+0,21 42,50+0,75 78,061,762 45,86 £2,20° 51,06 + 4,61 2
DMSO 51,01+ 3,04®°® 38,86+2,28° 95,49 + 4,68 5,41+ 0,23 40,42+081  76,00+1,53%® 40,13 +3,05" 45,73 +5,93 2
SILIB20  49,98+3,23° 37,43+2,00°  92,86+5,35 5,26 + 0,24 40,42+0,93  7553+1,43%®  42,40+1,46% 43,46 + 5,742
SILIB40  53,73+2,81%° 41,20+2,17% 9573+ 3,67 5,02+ 0,19 41,93+0,99 77,201,532  44,13+1,46% 51,46 +5,12 %
SILIB60 54,20 £2,822® 41,002,022 100,48 £ 4,42 5,52 + 0,22 42,10+0,65 76,33+1,46%®  42,33+1,30% 49,80 + 5,03 %
SILIC1I0 51,28 +3,592® 38,28+2,70° 96,40 + 5,42 5,53+ 0,24 41,89+065 74,76+157%®  41,76+2,27% 49,30 + 6,22 %
SILIC20  52,40+2,762%® 39,10+1,54°  96,83+5,11 5,24 +0,28 39,88+0,93 7553+1,85%° 42,93+1,90% 46,40 + 5,15 2
SILIC40 51,66 +2,402® 3857+1,70° 99,12 + 4,39 5,52 + 0,22 40,03+0,98  74,66+1,48%° 40,60+ 1,622 45,86 + 4,36 2
on SILIC60  52,92+3,023° 40,05+2,41%° 99,83 + 4,35 5,43 % 0,25 41,35+1,05 7580+1,28%®  41,53+1,15% 44,60 +5,13 %
SILID10 58,08+ 2,972 44,99+217% 102,70 + 5,00 5,19+ 0,24 41,36+0,93 77,69+1,30%  46,00+1,73% 57,46 £ 5,16 2
SILID20  53,92+3,262® 39,92+1,95% 101,64+ 5,36 5,34+0,21 41,99+0,93 7533+1,47%  41,66+1,26%° 46,00 + 5,55
SILID40 54,08 +2,733 40,22+1,71%  100,72+5,23 5,29+ 0,22 41,30+1,01 74,80+1,21%  42,13+1,042° 48,40 + 4,49 *°
SILID60  51,29+3,64%" 38,89+220°  96,05+6,76 5,03+ 0,20 41,36+0,96  77,13+1,27%  43,33+1,352 43,00 £ 5,78 2
SILIM20 53,47 +£3,072 41,30+2,23% 95,70 + 5,66 4,98 + 0,26 41,85+1,32 77,26+1,48%° 44,86 + 1,69 *° 49,73 £5,822
SILIM40  54,96+2,18%° 41,84+2,04%° 98,50 + 3,29 5,26 + 0,25 41,86+0,84 7580+1,62%  44,13+1,96%" 55,26 + 5,29 2
SILIM60 49,69 +293° 3680+1,96° 93,50+5,25 5,54 + 0,21 39,90 + 0,96 74,13 +1,08°  41,33+1,122 40,06 + 5,43 "
CONTROL 50,36 +3,002* 36,44 +1,99%" 9583+5833° 580+0,25%® 37,98+1,12°¢ 73,86+ 1,843 41,86+ 1,823 38,73 £ 5,34
DMSO 49,39 £2,933* 3626+1,643° 9242+5453° 551+0,30% 38,62+1,29° 7553+2383 43,06+ 2,072 36,33 £ 3,91
SILIB20 49,30 £3.143* 3557 +1,772 96,95+4,923° 593+0,31% 40,48 +1,073° 73,331,803 39,20+ 1,34 3 35,73 £ 5,29
SILIB40 48,38 £3,643* 34,28+2,11% 96,37 +6,023° 6,00+0,29%  40,94+0,75% 72,40+1,83> 37,86 + 1,35 34,53 + 5,99
SILIB60  44,64+3,38> 31,33+227" 91,93+5053° 6,26+0,19% 39,61+0,89%° 71,46+1,40> 36,86+ 1,41¢ 28,13 + 4,99
SILICI0  47,43+2,773* 3493+2253 09335+3973 563+0,24%° 41,05+0,98% 74,76+1,56%° 39,69+ 1,68 " 39,30 + 5,94
SILIC20  48,10+2,813 3549+2,482 06,04+4,093° 574+0,28%° 39,95+1,163" 73,66+ 1,353" 38,66 + 1,50 " 36,06 * 6,54
SILIC40 44,27 +354° 32,81+2,79% 88,80+533"™ 504+0,34%° 38,64+1,24"™ 7460+1,453° 3853+1,61° 29,13 £ 5,98
240 SILIC60 4384+356° 33,02+228% 8547+6,74° 556+0,48% 39,84+0,923° 77,00+1,92°  42,07+1,87% 29,00 £ 5,47
SILID10  47,85+3,693 34,76+2,372 9331+5583° 546+0,23° 40,62+1,103* 74,00+ 1,483" 39,61 + 1,46 3 39,38 + 6,95
SILID20  51,95+3,40% 37,82+2662% 10248+5,71% 584+0,27%  41,32+0,89° 72,60+1,65" 38,66+ 1,36 "™ 40,00 + 6,01
SILID40  45,70+2,973° 33,38+2,092" 91,36+5,333* 570+0,15%° 40,63+0,872* 73,53+1,492" 38,73+ 1,66 "™ 30,93 + 5,94
SILID60 49,75+ 2,453 3567 +1,822° 9929+4,16% 6,00+0,24%® 40,86+0,75% 71,60+1,44" 37,60+ 1,46% 37,46 + 4,42
SILIM20 49,53 +3,223*¢ 3558 +1,91% 06,46+589%° 571+0,27% 40,20 +1,133° 7353 +1,433° 39,73+ 1,42 ab«d 39,13 + 4,96
SILIM40 52,17+255% 37,63+1,65% 103,16+3,98% 568+0,27% 41,51+0,92° 72,60+1,38"™  38,46+1,21° 40,53 + 4,69
SILIMBO 48,18 +2,873* 34,20+1,81% 095095+4,98%° 589+0,28% 40,43+0,63%° 72,13+1,65" 37,80+ 1,29 " 34,00 + 4,57
CONTROL 44,94 +3,25% 33,40+ 2,54 90,07 +5,77  568+0,29%° 38,94 +1,30 74,60 1,72 39,60 £ 1,58 ° 29,80 + 5,02 %
DMSO 41,48 £2,982%° 31,49+ 2,25 84,02+6,63 565+0,223° 22,86+ 4,19 77,53 £1,70 41,46 2,08 2° 25,26 + 4,45 ™
SILIB20  47,49£3,30%®  34,21+2,15 9520+586  594+0,35%  41,03x0,74 73,60 £ 1,44 39,13 +1,33" 32,60 + 4,46
SILIB40 46,18 £2,562° 35,44 + 2,06 86,56 + 3,86 5,27 £ 0,27 40,29 £ 1,57 77,60 + 1,06 43,40 £ 1,57 ° 34,80 + 4,88 2
SILIB60 47,08 £2,692° 34,25+ 1,98 92,69 + 5,07 6,27 £0,272 40,39 £ 0,68 73,60 + 1,67 39,26 1,39 34,46 + 5,38 2
SILIC10  43,74+281%  33,03+1,86 82,20 + 5,48 5,06+ 0,34° 39,80 + 1,31 77,53 + 1,68 46,61 £ 3,56 2 35,46 + 5,40 2
48h SILIC20  47,44+2,332%°  3568+1,78 93,76 +4,33  588+0,24%° 39,46 + 0,89 75,60 + 1,19 40,60 £1,83° 33,53 + 4,512
SILIC40  42,54+1,922°  33,11+1,64 81,64 + 2,26 5,34+0,18 " 41,67 £ 1,07 77,73 £ 0,94 42,00 £1,412° 24,93 +3,31 "%
SILIC60 40,87 +2,80°  31,69+2,36 81,41 + 3,99 5,32+0,31"% 40,72 £ 1,02 77,86 £ 1,12 41,33+1,872 20,93 +4,07°
SILID10  48,91+3,42%  3563+2,48 94,55+6,70  555+0,263° 40,05+ 1,47 74,38 + 1,98 41,30 £2,012° 36,84 £ 4,892
SILID20 44,34 £2,532%° 33,50+ 1,87 85,52 +3,96 542+0,27%°  41,38+1,28 76,93 + 1,46 42,40 £ 1,27 2° 28,73 + 4,68 2
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SILID40 46,10 £2,692° 35,43+ 2,05 87,20 + 5,51 5,25+ 0,27 39,03+ 1,35 77,60 + 1,65 43,80 £ 2,60 2° 32,20 + 4,57 %
SILIDB0 46,02 +3,13%® 33,91+ 2,33 88,60+512 558+0,21%  39,70+1,16 76,00 + 1,50 42,13 £1,692° 31,53 + 5,63 2
SILIM20  46,40+2,89% 33,51+ 2,00 94,10 + 4,63 6,12+ 0,25 40,52 + 0,98 73,53+ 1,35 38,53+1,0° 29,60 + 4,78
SILIM40  4549+3,31% 32,88+ 1,97 90,44 + 7,20 6,24+0,29° 40,18 £ 0,87 74,66 + 2,17 41,26 £ 2,26 2° 28,66 + 4,71 2%
SILIM60  48,93+3,01% 3568 £ 2,67 9593+552  583+0,39%° 40,60 + 1,30 74,26 + 1,88 39,86 £1,72° 32,33+4,84%
CONTROL 46,15+3,55%¢ 3292+201> 91,08+7,76%* 6,25+0,37° 36,20 £2,10 73,86 +2,87% 43,800 + 3,867 26,53 + 5,82 %
DMSO 51,32 £+ 4,593* 3842+398% 9573+7,47% 505+0,51° 38,37 £1,17 7514+2,15%° 43,500+ 3,341 24,88 + 6,65 2
SILIB20 45,82 +3,40%9 3532+248> 8893+7,00% 563+0,25% 39,42 +0,78 78,86 +1,98%° 44,133 + 2,090 32,60 + 4,69 2
SILIB40 46,63 +2,91°¢ 36,01+2,08>™ 87,92+6,16"¢ 546+0,312 38,58 +0,64  78,33+2,19%° 44,933 + 2,594 32,46 + 4,59 abcd
SILIB60 46,13 +3,98% 3469+2,56> 88,60+7,35%¢ 522+0,45%2 40,22+0,90  77,73+2,323 43,200 + 2,299 27,67 + 4,41 o
SILIC10 58,89 £ 7,74% 4569 +7,46% 106,23+9,18% 586+0,36 39,22+2,02  76,54+2,42%° 44,000 + 3,261 40,81 + 6,08 2
SILIC20 50,13 +2,502* 37,65+1,67° 98,80+5,063° 580+0,232 39,76 £+0,81  75,61+1,35%" 40,538+ 1,328 30,76 + 4,81 3
SILIC40  43,18+3,68% 3388+272™ 8406+781% 543+050°% 38,60 2,19 79,80 £ 1,432 43,800+ 2,613 22,46 + 5,25 ¢
72 SILIC60 37,43+£384¢ 28,42+269° 73,96+8,10¢ 534+0,622 36,92+1,19 79,06 +2,19% 43,267 + 2,523 17,40 £ 4,54 f
SILIDI0  55,51+3,99% 41,09+2,18% 103,83+8,26% 537+0,552% 37,26 £1,94 76,23 +2,273 43,846 + 1,964 39,92 + 6,96 2°
SILID20 52,04 +2,693* 39,30 +2,27% 98,80+5,523 580+0,232 38,00 +2,25 74,33+1,87% 41,867 + 2,019 36,20 + 4,51 abcd
SILID40  54,04+3,85% 37,81+208° 103,07+7,74% 557+0,35% 40,05+1,29  73,40+2,423 40,800+ 2,351 38,60 + 5,89 2
SILID60 47,78 +3,16™ 36,96+2,26" 89,10+7,51° 484+0,49° 40,49+1,35 7921+2443% 47214+ 4,066 29,78 + 4,83 3cde
SILIM20  52,05+3,213*¢ 37,09+2,44° 97,47+6,643 550+0,30% 39,06 +1,77 76,07+2,01%  43571+2101 36,50 * 5,96 ab*d
SILIM40  48,37+547™ 36,54+3,87° 91,51+09,333 492+0,45" 40,12+1,13  77,33+1,60% 42,467+ 1,740 29,20 + 6,30 Pece
SILIM6O  44,01+3,82°% 33,94+3,02™ 8464+7,65% 515+0,45% 37,99 + 3,05 72,07+5,64° 40,071+ 3,412 23,63+2,93¢
CONTROL 4555+3,36%" 34,08+2,923 89,67 +4,66%°  562+0,30 39,10+ 1,11  76,14+1,82% 40,57 +1,773° 24,07 + 6,55 2
DMSO 46,92+ 4,343 33,97+3,37% 8852+6,61%°  532+0,53 38,55+ 1,15 74,57 +224%  4121+2,213° 26,21 + 590 2
SILIB20 48,78+1,97% 36,29+1,97% 93,80+3,42% 5,87 + 0,25 36,23+1,36  74,71+1,88%  41,14+1,993° 26,57 + 3,61 3«
SILIB40  40,81+2,863* 30,51+2,45% 8355+6,06% 550+0,54 38,57+0,98  76,64+244%  41,64+2,663 19,00 + 3,27 abcdef
SILIB60 42,50 + 4,283 33,65+ 3,762 81,59+7,00%  515+0,49 38,67 + 1,47 78,35+ 1,563 43,92 + 2,24 3¢ 14,42 + 3,36
SILIC10  46,80+4,22%" 36,16+ 3,412 83,47+6,67%  459+0,48 38,96 + 2,15 78,23+2,31% 46,46 +2,41% 22,61 + 5,04 2
SILIC20 43,09+ 3,213 34,08+2,653 78,25+6,06%  4,58+0,52 37,24+ 1,46 80,35+ 2,19% 48,50 + 3,512 18,21 + 4,98 bedef
SILIC40  38,05+3,04> 29,25+2472 73,21+6,55% 5,08 + 0,67 37,05+ 1,87 78,85+ 2,883 45,78 + 3,84 3% 16,42 + 3,86 °f
seh SILIC60  35,34+4,91> 2758+398° 70,02+9,62¢ 4,66 + 0,76 35,02+2,97 74,57 +6,262° 41,50 + 4,54 3% 11,00 £ 3,56
SILID10 49,06 +3,75% 36,712,512 94,12 8,352 5,74 £ 0,49 39,10+ 1,44  76,30+2,33% 4223 +2,323 28,30 + 5,90 *
SILID20 48,20+ 4,402 34,22+2,78% 9557 £8,08° 5,06 + 0,47 40,51 £1,17 74,64+2731%® 39,64+1,623% 27,50 % 5,04 %>
SILID40  43,35+3,933% 32,72+2,723 83,26+7,29%° 4,89 +0,60 38,33+ 1,11 77,85+2,508  44,71+2,963° 22,00 + 5,00 2P
SILIDB0 44,98 £3,612° 30,74+2,34%° 91,37 +7,223%  501%0,61 40,68 £1,64  72,42+2,88% 39,07 +3,04% 23,85z 4,42 30cce
SILIM20  47,15+3,06%° 35,08+3,022® 94,83+4,31° 5,27 £ 0,53 39,72+1,25 74,14+2,24%  3885%294" 23,57 £ 3,89 abcde
SILIM40 4542 +4,97% 33,70 +£3,842® 90,30+9,16%° 568+ 0,53 36,50 +3,00 69,50+563% 37,00 £3,16 29,85+ 5,26 2
SILIMB0 39,58 £5,173® 29,79 +4,072® 7565+9,53%¢ 4,92+ 0,59 34,40 £3,94  66,63+7,70°  37,71+£4,75" 15,85 + 2,67 %

Los resultados son expresados como el valor medio + el error estandar de la media. a-f: Diferentes superindices en la

misma columna en un mismo tiempo de refrigeracion, indican diferencias entre los tratamientos (p < 0,05). La columna

TTO lista los tratamientos evaluados. Oh, 24h, 48h, 72h y 96h se refieren las horas de enfriamiento. VAP: Velocidad media,
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VSL: Velocidad lineal, VCL: Velocidad curvilinea, ALH: Amplitud lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de batida, STR:
indice de rectitud, LIN: indice de linealidad. Ausencia de superindice indica no diferencias significativas (p > 0,05) entre
tratamientos para un parametro en un mismo tiempo de refrigeracion

La tabla anterior (tabla 1.3), muestra que a partir del tiempo 72 de refrigeracién se
empiezan a observar mayores diferencias entre tratamientos. Del mismo modo, es posible
apreciar que, aunque SILIM60 evidencia un efecto negativo sobre la cinética espermética
a la hora 72, SILIC60 sigue presentando esa tendencia de afectar negativamente las

variables evaluadas, cuando los tratamientos tienen mayor tiempo de refrigeracion (96 h).

El comportamiento de la cinética espermatica, también permite observar que, aunque los
tratamientos SILID10, SILID20 y SILIM40 mostraron superioridad en los primeros tiempos
de evaluacion (hora 0 y 24), dicha superioridad disminuye a medida que pasan las horas
de refrigeracion. Solo hasta la hora 96 de conservacion se hace posible determinar de
manera mas clara que los tratamientos SILIB20, SILIC10, SILID10 y SILID20 son los que
presentan un mayor impacto positivo sobre la cinética espermatica a mas tiempo de

almacenamiento.

Es importante mencionar que los tratamientos DMSO y control no presentaron diferencias
entre si en los parametros evaluados durante todo el tiempo de refrigeracion, a excepcién

de algunos parametros en la hora 72 de refrigeracion.

1.3.4. Integridad funcional de membrana plasmaética

En la figura 1.3, es posible observar el estado funcional de la membrana plasmética y su
comportamiento durante la refrigeracion a 16°C. En este sentido, se muestran los
resultados de las evaluaciones, las cuales fueron realizadas solo en la hora 0 y 96 de

conservacion.
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Figura 1.3 Integridad funcional de membrana en 0 y 96 horas de refrigeracion
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a-b: Diferentes superindices indican diferencias entre tratamientos, dentro de un mismo tiempo de evaluacion (p < 0,05).
0Oh y 96h hace referencia a las horas de refrigeracion a 16°C en las que se realizaron dichas evaluaciones. Ausencia de
superindice indica no diferencias significativas (p > 0,05) entre tratamientos en un mismo tiempo de refrigeracién

En la figura 1.3, se evidencia que a la hora 0 de refrigeracién, solo se presentaron
diferencias significativas entre SILID10 y SILIM20, mostrando que el primer tratamiento
exhibié una integridad funcional de membrana mayor (% de células reaccionadas) al resto
de tratamientos. No obstante, a la hora 96 de conservacién ningln tratamiento mostré
alguna tendencia que indicara que su adicién pudiera mantener o afectar la funcionalidad

de la membrana plasmatica.

1.3.5. Andlisis de Regresién lineal

En la tabla 1.4, se muestran las medias y el error estandar de los indices de calidad
espermatica (SQi) para cada tratamiento basados en las variables de movilidad y cinética

obtenidos con el CASA IVOS. Mientras que en la parte derecha de la tabla se observan
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los resultados del andlisis de regresion, que pueden ser interpretados como el aumento o
la disminucién de la calidad espermatica por hora de refrigeracion en todos los

tratamientos.

Los valores p de todos los tratamientos fueron significativos (p < 0,05), confirmando que
existe una asociacion lineal para la pérdida de calidad espermatica entre los antioxidantes
suplementados y las horas de refrigeracion. Con valores de R? entre 5.6% y 27.8%.

Tabla 1.4. Analisis de regresion lineal, tratamiento - tiempo de refrigeracion

SMI ANALISIS DE REGRESION LINEAL
Tratamiento Media + EE Intercepto Bo coeficiente R2 valor p
regresion B

CONTROL 1,1254 + 0,0431 b 1.3275 -0.0043 0.1527 0.0006
DMSO 1,1212 + 0,0440 " 1.2474 -0.0027 0.0592 0.0381
SILIB20 1,1392 + 0,0375 2 1.2460 -0.0023 0.0563 0.0418
SILIB40 1,1304 + 0,0407 " 1.3363 -0.0043 0.1775 0.0002
SILIB60 1,0849 £ 0,0442 % 1.3106 -0.0048 0.1811 0.0002
SILIC10 1,1615 £ 0,0466 2% 1.2949 -0.0028 0.0693 0.0371
SILIC20 1,1182 + 0,0411 " 1.3035 -0.0040 0.1516 0.0007
SILIC40 1,0088 £ 0,0442 ©f 1.2554 -0.0052 0.2164 <0,0001
SILIC60 0,9370 £ 0,0487f 1.2452 -0.0065 0.2780 <0,0001
SILID10 1,2248 + 0,0500 2 1.3834 -0.0033 0.0788 0.0236
SILID20 1,1826 £ 0,0415 2 1.3190 -0.0029 0.0750 0.0182
SILID40 1,1285 + 0,0450 " 1.2839 -0.0033 0.0828 0.0129
SILID60 1,1204 + 0,0415 " 1.2720 -0.0032 0.0957 0.0077
SILIM20 1,1702 £ 0,0398 2% 1.3235 -0.0033 0.1064 0.0049
SILIM40 1,1647 £ 0,0465 2% 1.3690 -0.0043 0.1341 0.0013
SILIM60 1,0517 £ 0,0417 % 1.2628 -0.0045 0.1840 0.0002

SMI: Corresponde a los indices de calidad por tratamiento expresados en medias + error estandar. a-f: Diferentes
superindices en la misma columna indican diferencias entre los tratamientos (p < 0,05). $1: se refiere al aumento o
disminucion de la calidad esperméatica por hora de almacenamiento, expresada en % (0-100). R2: Coeficiente de
determinacién del modelo de regresion. Los resultados con valores p menores a 0,05 indican significancia.

En esta Ultima tabla (tabla 1.4) es posible observar que, en términos del indice de calidad

seminal, la media de SQi fue superior en el tratamiento SILID10, es decir, Silidianina a una
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concentracion de 10 uM mantiene de mejor manera la movilidad y cinética esperméatica
durante el periodo de refrigeracién, mientras que el valor mas bajo de SQi lo presenté
SILIC60, evidenciando un mayor impacto negativo de este tratamiento sobre los

parametros tenidos en cuenta a la hora de calcular el indice.

Los coeficientes de regresién (1) descritos en la tabla 1.4 indican que el tratamiento
SILIB20 presenta mayor capacidad para mantener la calidad espermética durante la
refrigeracion, mostrando menores pérdidas de calidad por hora de almacenamiento. Por el

contrario, SILIC60 evidencié mayor disminucion de la calidad por hora de refrigeracion.

También, es importante mencionar que, entre el control y el DMSO no se presentaron
diferencias en los indices de calidad, no obstante, en el analisis de regresion se evidencia
que el primero disminuye en casi dos veces su calidad espermatica respecto al segundo,

guien muestra una mayor capacidad de mantener la calidad por hora de refrigeracion.

De la misma manera, es posible observar que las menores concentraciones de cada
molécula son los tratamientos que conservan en mayor proporcion la calidad espermatica
por hora de almacenamiento, mostrando incluso, una proteccion mayor a la obtenida en el
control, en este sentido a medida que aumenta la concentracién de los antioxidantes, las

pérdidas de calidad durante estos periodos se incrementan.

Es importante resaltar, que la Silidianina en todas sus concentraciones, mostré un impacto
mayor a la hora de conservar la calidad espermatica, apreciandose en la tabla 1.4, que
todos los tratamientos de esta molécula obtuvieron pérdidas de la calidad espermética por

hora de refrigeracion inferiores al control.
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1.4. Discusién

En los ultimos afios, la practica de la inseminacion artificial en la porcicultura ha
evidenciado un gran aumento dadas sus multiples ventajas respecto a la monta natural
(fertilidad, prolificidad, genética y sanidad), ademas de favorecer el proceso de
industrializacién de este sector (Hidalgo, 2013). Esta practica puede ser realizada con
semen congelado o refrigerado, sin embargo, la eleccién del método de conservacion
depende de aspectos técnicos y econémicos propios de la especie y el sector (Rodriguez-
Gil, 2006).

En ese sentido, la mayoria de las inseminaciones realizadas en la especie porcina utilizan
semen refrigerado a 15-17°C (Cuevas et al., 2003), no obstante, la calidad de las dosis
seminales refrigeradas tiende a disminuir, afectando especialmente parametros como la

movilidad y la cinética espermatica (Pezo et al., 2019; Yeste, 2017).

Tal como ocurrié en la presente investigacion al presentarse una reduccion gradual del
movimiento espermatico durante el tiempo de refrigeracion. Diversos autores, han
demostrado este mismo comportamiento, con estudios que detallan disminuciones en la
movilidad durante el almacenamiento (Feng et al., 2020; Tian et al., 2019), incluso desde
el primer dia de refrigeracion (Hidalgo et al., 2011), y otros que reportan la dilucion y
refrigeracion de semen porcino, con reducciones en la motilidad total y en la progresiva
durante el almacenamiento (Namuncura et al., 2020). Dichas investigaciones, aunque
pueden diferir en el método de evaluacién de la movilidad, coinciden en el comportamiento

de esta caracteristica.

La disminucién de estos parAmetros durante la conservacion puede ser explicada por dos
factores. Inicialmente, se encuentran las caracteristicas del espermatozoide porcino, que,
al ser una célula que posee una membrana plasmatica con bajo contenido de colesterol y
alta proporcién de acidos grasos insaturados : saturados en los fosfolipidos, presenta una
importante susceptibilidad al choque frio (Yeste, 2017), En este sentido, la célula esta
expuesta a sufrir alteraciones en la movilidad, viabilidad y permeabilidad de membrana

durante el almacenamiento (Waterhouse et al., 2004).

Explicando de esta manera los resultados del presente estudio, donde la funcionalidad de

membrana plasmatica evidencié una leve reduccién tras el almacenamiento. No obstante,
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es importante resaltar que en esta investigacion no se presentaron diferencias entre
suplementar con uno u otro flavonolignano o molécula antioxidante, es decir, ningun

tratamiento mejoré o redujo la integridad funcional de membrana respecto al control.

En efecto, el estrés oxidativo constituye el segundo factor explicativo a los impactos
negativos sufridos por la célula espermética. Varios autores han reportado que parte de la
reduccion de la fertilidad ocurrida durante el almacenamiento, se debe a esta condicion,
informando que la formacién de especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno, puede llegar
a ocasionar en el espermatozoide la peroxidacién de los lipidos de su membrana (Awda et
al., 2009; Cordova et al., 2009; Hidalgo et al., 2011), produciendo a su vez, la reduccién
en los niveles de ATP celular y la disminucién del movimiento espermatico (Gogol et al.,
2009).

En tal sentido, se ha estudiado el efecto de adicionar antioxidantes con el fin de reducir los
dafios generados por el estrés oxidativo durante la refrigeracién, por lo tanto, suplementar
con estas moléculas se considera una alternativa interesante y prometedora, ademas de
ser ampliamente utilizada cuando se pretende mejorar la calidad del semen almacenado
(Tian et al., 2019).

En efecto, la Silimarina ha sido dada a conocer como un excelente antioxidante debido al
éxito mostrado en los ultimos afios al ser utilizada como tratamiento de enfermedades
hepaticas (Surai, 2015). De manera similar, en su adicion a células espermaticas, la
Silimarina ha generado buenos resultados, siendo reconocida como una molécula capaz
de mejorar la viabilidad, conservar el porcentaje de espermatozoides con membranas

intactas y preservar el movimiento espermatico (EI-Sheshtawy & El-Nattat, 2017).

En el presente estudio, la Silimarina se mostré6 como un antioxidante cuya menor
concentracion (20 uM) permiti6 preservar de mejor manera la calidad espermatica,
revelando un SQi superior al obtenido en el control y en las otras concentraciones de esta
molécula, al tiempo que evidenci®6 menores pérdidas por hora de refrigeracion.
Adicionalmente, una concentracion de 40 uM mostré6 mayores movilidades espermaticas a
las 96 h de conservaciéon. Sugiriendo que, suplementar una concentracion de Silimarina
entre 20 uM y 40 uM trae beneficios sobre la calidad espermatica en el semen porcino

sometido a refrigeracion.
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El dnico reporte encontrado hasta el momento, donde se ha suplementado Silimarina al
semen porcino, fue realizado a nivel terapéutico, sin someter las dosis seminales a
refrigeracion y con una evaluacion subjetiva de la movilidad, sin embargo, fue posible
confirmar en este trabajo, que el movimiento espermatico aumenté en funcién de la
concentracion de Silimarina (Jang et al., 2011), coincidiendo con el aumento de movilidad
presentado en la actual investigacion, al aumentar de 20 a 40 uM.

No obstante, el estudio de Jang et al. (2011), utiliz6 concentraciones de Silimarina entre
50 y 200 uM, valores realmente altos comparados con los suplementados en el presente
estudio, donde la movilidad espermatica disminuy6 drasticamente al intentar suplementar
dosis mayores a 60 uM. De igual manera, se han encontrado reportes de la adicién de este
antioxidante en espermatozoides de otras especies, donde las concentraciones

suplementadas difieren a las adicionadas en células espermaticas porcinas.

Dos de estos estudios encontrados han evaluado el efecto de la Silimarina en
espermatozoides humanos. El primer estudio en humanos muestra que esta molécula a 2
MM logré atenuar biomarcadores de estrés oxidativo en células esperméticas previamente
tratadas con Cadmio, por lo que permitié mejorar su calidad, compensado asi, los efectos
adversos generados por este compuesto téxico (Etemadi et al., 2022). Mientras que en el
segundo, la suplementacion de 0.5 — 1 uM de esta molécula, permitié mitigar los dafios del
cloruro de Aluminio sobre la movilidad y la membrana plasmatica de los espermatozoides
(Aghashahi et al., 2020).

La Silimarina también ha sido estudiada en espermatozoides de rata, evaluando el efecto
terapéutico de administrar 100 mg/kg de Silimarina en animales diabéticos. Dicho reporte,
la muestra como una molécula efectiva en el tratamiento de infertilidad generado por la
diabetes, al mejorar parametros espermaticos como la integridad de ADN vy la viabilidad,
ademas de disminuir las alteraciones histopatoldgicas testiculares (Pourheydar et al.,
2021). Del mismo modo, la administracion de 160 mg/Kg de Silimarina logré modular el
mecanismo antioxidante en ratas tratadas con acrilamida, al prevenir déficits e indices
reproductivos alterados inducidos por esta Gltima, mostrando a la Silimarina como un
antioxidante capaz de proteger el aparato reproductivo y mejorar la fertilidad (Ahmed et al.,
2022).
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Aunque los estudios mencionados anteriormente son basados en la suplementacion de
Silimarina y su efecto a nivel terapéutico, sus resultados coinciden con el presente estudio,
al evidenciar que la Silimarina puede proteger el sistema reproductor y mejorar las
caracteristicas espermaticas de diversas especies, aln si son tratadas o suplementadas

en concentraciones diferentes.

Adicionalmente, también se encuentran estudios de la adicién de Silimarina en células
espermaticas de animales en produccidn, entre los que se encuentra que la
suplementacion de esta molécula en semen bovino a concentraciones entre 0.36 — 0.72
mg/mL permitié obtener movilidades superiores al control por un periodo de mas de 6 dias
de refrigeracion (El-Sheshtawy & El-Nattat, 2017). Similar a su adicion en células de ovino,
donde se mejoré la movilidad y cinética espermatica a las 72 horas de refrigeraciéon con
una concentracion de 100-150 pg/mL (Roostaei-Ali Mehr & Parisoush, 2016). Resaltando
de este modo que, estos estudios al igual que la actual investigacion, coinciden en la
mejora de la movilidad espermatica con la adicion de Silimarina en diferentes

concentraciones.

Lo anterior, puede atribuirse a las propiedades de oxidorreduccion y a la capacidad que
presentan los polifenoles como la Silimarina, de absorber y neutralizar las especies
reactivas de oxigeno (Roostaei-Ali Mehr & Parisoush, 2016), de eliminar radicales libres
(Etemadi et al., 2022) o reaccionar con ellos y convertirlos en compuestos con menos
toxicidad (Pourheydar et al., 2021). Ademas de ser un antioxidante capaz de estimular la
actividad de enzimas que constituyen los principales mecanismos fisiol6gicos de defensa
contra los radicales libres, como lo son la superéxido dismutasa y Glutatién peroxidasa,

mecanismo de accién confirmado en células sanguineas (Wellington & Jarvis, 2001).

La Silimarina, también actlla como captador de radicales libres y mejora la accién de otras
enzimas como la Catalasa. Al tiempo que optimiza la cadena de electrones y reduce la
fuga de estos, ademas, disminuye la actividad de enzimas mitocondriales productoras de
EROs como la a-cetoglutarato deshidrogenasa, y actla sobre la permeabilidad de la

membrana celular, aumentando su estabilidad (Taleb et al., 2018).

Todas estas propiedades, hacen de la Silimarina, una muy buena alternativa para la

conservacion de la calidad del semen porcino refrigerado, siempre y cuando, esta sea
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adicionada en concentraciones adecuadas (20 uM — 40 uM), cuyo efecto, permite disminuir
los efectos negativos generados por el estrés oxidativo sobre la calidad seminal.

Como segunda molécula en estudio se encuentra la Silibinina, componente principal del
extracto de semillas de cardo mariano (Mohammad et al., 2020). En la presente
investigacion, la menor concentracion de Silibinina (20 uM), constituyé el tratamiento con
menores pérdidas de calidad espermatica por hora de refrigeracion respecto al resto de
moléculas y concentraciones evaluadas, sugiriendo su buena capacidad protectora. Esta
molécula, ha mostrado buenos resultados en diferentes tipos de células donde se ha
estudiado su efecto protector y su accién contra el estrés oxidativo, por lo que es posible
encontrar estudios con este flavonolignano en células cardiacas (Chen et al., 2020),

neuronales (Wang et al., 2016) y principalmente en hepatocitos (Haddad et al., 2011).

Hasta el momento, se han encontrado algunas investigaciones donde se ha evaluado el
efecto de la Silibinina en espermatozoides. Aunque son experimentos diferentes a lo
planteado en esta investigacion, ya que las células espermaticas son recuperadas
directamente de los epididimos de ratas macho sacrificadas, esta molécula evidencio
efectos positivos, logrando mejorar la movilidad de los espermatozoides, compensar los
dafos ocasionados con el Sulfato de Niquel (Temamogullari et al., 2021) y mitigar los
efectos téxicos del metotrexato (Oufi & Al-Shawi, 2014). Estos, a pesar de ser estudios con
énfasis terapéutico, coinciden con los resultados obtenidos en la presente investigacion,
donde la suplementacién de Silibinina 20 pM mostré valores altos de movilidad

espermatica durante el tiempo de refrigeracion.

Este efecto protector de la Silibinina, puede ser atribuido a la capacidad que presenta esta
molécula para disminuir la peroxidacion lipidica, reducir la liberacion de O; e influir en los
niveles de Glutation reducido (Haddad et al., 2011). Adicionalmente, puede constituir una
excelente alternativa, dado que el glutatiéon reducido es uno de los antioxidantes que se
encuentra presente en el ambiente que rodea a la célula espermatica (Membrillo Ortega et
al., 2003), siendo posible potenciar la actividad de defensa del espermatozoide frente a los

dafios deletéreos ocasionados por las EROs y el estrés oxidativo.

El campo investigativo esta sesgado a atribuir las propiedades beneficiosas de la Silimarina

a la Silibinina, su principal componente. No obstante, la Silimarina estd compuesta por
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hasta 10 flavonolignanos segun la planta y el método de extraccion utilizado, los cuales,
no estan tan ampliamente estudiados (Biedermann et al., 2016) y cuya informacién sobre
su capacidad antioxidante es bastante limitada (Pyszkova et al., 2016). Es el caso de la
Silicristina, el segundo flavonolignano mas abundante de la Silimarina, después de la
Silibinina (Biedermann et al., 2016), y que para esta investigacion demostré ser la molécula
cuyo efecto evidencia de manera mas clara la importancia de la concentracion a la hora

de suplementar el semen porcino.

En este sentido, el efecto de la Silicristina fue inversamente proporcional a la concentracion
suplementada, evidenciando que, el mayor beneficio sobre la calidad espermatica se
obtuvo entre 10 y 20 uM. Sugiriendo de este modo, que la Silicristina suplementada a
concentraciones bajas, puede tener una gran capacidad protectora sobre la movilidad
espermatica y menores pérdidas por hora de refrigeracion, incluso mejor que la Silimarina.
De esta manera, es posible confirmar el poder antioxidante que posee esta molécula, al
tener la capacidad de reducir los niveles de EROs (Qin et al., 2017), que pueden generar

los descensos en la calidad espermatica.

Por el contrario, la concentracién mas alta de Silicristina presentdé mayor reduccion de la
movilidad y cinética espermética respecto a los demas tratamientos. Dicha disminucion se
hace mas evidente a medida que avanza el tiempo de refrigeracion, especialmente en MT,
MP, VAP, VCL y VSL. Lo anterior, sugiere que concentraciones superiores a Silicristina 60
UM, pueden estar generando un efecto citotéxico en espermatozoides porcinos similar al
reportado en células pancreéticas (Qin et al., 2017). Esta reduccidn asociada a la adicién
de un antioxidante en altas concentraciones, coincide con lo reportado por Zhang et al.
(2015) con pérdidas de la calidad y descensos en la motilidad espermatica durante la

refrigeracion.

Por ultimo, se encuentra la Silidianina, otro de los flavonolignanos con poca informacion a
nivel investigativo. No obstante, en el presente estudio corresponde a la molécula que
presentd mayor impacto sobre la calidad espermatica, destacando sus menores
concentraciones como los tratamientos que generaron mejores beneficios en movilidad y
mayor influencia sobre parametros cinéticos, respecto al resto de antioxidantes. Al tiempo
gue, como molécula, independiente de su concentracion, evidencié una proteccién de la

calidad espermatica superior a la del control.
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Lo anterior, puede ser atribuido a la capacidad que presenta este antioxidante de inhibir
de manera eficaz la produccion y la liberacion de radicales libres, actividad ya reportada
en otro tipo de células, como los neutrdfilos (Zielinska-Przyjemska & Wiktorowicz, 2006),
por lo tanto, al suplementar esta molécula en el diluyente porcino, es posible disminuir el
impacto generado por el estrés oxidativo sobre la calidad espermatica durante su

conservacion a 16°C.

Adicionalmente, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre
el control (sin antioxidante) y el tratamiento con DMSO durante el tiempo de refrigeracion,
a excepcion de MP y ALH en la hora 72 de conservacion, algo importante, teniendo en
cuenta que el DMSO es comunmente usado como crioprotector, pero cuyo estudio en la
refrigeracion de semen porcino es escaso (Singh et al., 2018). Los resultados obtenidos
en el presente estudio difieren de lo reportado por Singh et al. (2018), donde la adicién de
diferentes porcentajes de DMSO a diversos tipos de diluyentes, no generd ningun efecto
positivo sobre la capacidad de conservaciéon de semen porcino a 15°C, disminuyendo

pardmetros como motilidad y HOST.

En términos generales, la Silimarina es un producto natural con actividad hepatoprotectora,
antiproliferativa y antioxidante, utilizado desde la antigliedad en diversas aplicaciones
medicinales. No obstante, se hace necesario ampliar el campo investigativo referente a
esta molécula y sus flavonolignanos, dada su accién prometedora y su capacidad
protectora demostrada en algunos estudios e investigaciones, ademas de la poca
informacién disponible sobre la evaluacion de estos Ultimos compuestos en células

espermaticas.
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1.5. Conclusiones

e La suplementacion del diluyente esperméatico con Silimarina y sus flavonolignanos,
puede modificar y mejorar la movilidad y cinética espermatica del semen porcino
refrigerado, logrando proteger de manera eficiente los espermatozoides porcinos,

siempre y cuando, estos sean adicionados en bajas concentraciones.

e La suplementacion del diluyente con Silimarina y sus flavonolignanos tiene la
capacidad de mitigar la reduccién de la calidad del semen porcino durante el tiempo

de almacenamiento en condiciones de refrigeracion a 16°C.

¢ Entre los flavonolignanos evaluados, la Silidianina brinda la mejor proteccion de la
calidad espermatica en el semen porcino refrigerado, mientras que, la Silicristina
reduce la movilidad y la cinética espermatica, y puede ejercer un efecto deletéreo

en los espermatozoides, en funcion de su concentracion.
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Capitulo enfocado al cumplimiento de los objetivos especificos 2 y 3: 2. Determinar el efecto de la adicion
de Silimarina y sus componentes en la capacidad antioxidante, el estado redox y la peroxidacion lipidica
en el semen porcino refrigerado / 3. Evaluar el efecto de la refrigeracién de semen porcino suplementado
con Silimarina y otros flavonolignanos (Silidianina, Silicristina y Silibinina) sobre la actividad mitocondrial de
los espermatozoides

Capitulo 2: efecto de Ila Silimarina y sus
componentes sobre el perfil oxidativo/antioxidante
y la actividad mitocondrial del semen porcino
refrigerado

Resumen

La reduccion de la calidad espermatica ocurrida durante la refrigeracion es explicada por
el estrés oxidativo que sufre el espermatozoide. Esta condicién se ha atribuido al estrés
osmoético, quimico y térmico, que generan en la célula la disminucién de la movilidad,
pérdida de la actividad mitocondrial, oxidacion de los lipidos y la reduccion en la integridad
de la membrana plasmética. Dichas alteraciones, comprometen a su vez la funcionalidad
de la célula y su capacidad fertilizante. Una alternativa interesante y prometedora para
mitigar estos dafios mencionados, es la adicion de antioxidantes al diluyente de semen
porcino. El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la Silimarina (SILIM),
Silidianina (SILID), Silicristina (SILIC) y Silibinina (SILIB) sobre la capacidad antioxidante
total (CAT), el estado redox, la peroxidacién lipidica (LPO) y el potencial de membrana
mitocondrial (A¥M) del semen porcino refrigerado. Para ello, quince eyaculados de cinco
cerdos (Sus scrofa domestica) fueron diluidos en MRA ® KUBUS, suplementado con las
cuatro moléculas antioxidantes y refrigerado a 16°C durante cinco dias. Los efectos de los
tratamientos fueron analizados a las 0 y 96 h de refrigeracién, mediante la evaluacion de
la produccién de EROs y la CAT por espectrofluorimetria, para los ensayos FRAP y
ABTS*"; y la peroxidacion lipidica y la actividad mitocondrial mediante citometria de flujo.
La suplementacion con Silidianina en todas sus concentraciones generé una menor
produccion de EROs (p < 0,05), mientras Silibinina (20 y 60 uM) produjo la mayor cantidad
de EROs a las 96 h de refrigeracion (p < 0,05). Silidianina 60 pM (ABTS*") y Silibinina 20
UM (FRAP) incrementaron la CAT a las 96 h de refrigeracion. Adicionalmente, Silibinina 40

MM y Silimarina 60 uM exhibieron una menor velocidad (cinética) en la produccién de
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EROs. No se presentaron diferencias entre tratamientos para la LPO (p > 0,05). Se observo
un incremento del A¥M para Silidianina 20 uM y DMSO, y una mayor integridad estructural
de la membrana para Silidianina 20 uM, mientras que Silicristina 20 pM redujo estos dos
parametros. Se concluye que la Silimarina y sus flavonolignanos pueden reducir, segin su
concentracion, la generacion de EROs, incrementar la CAT y modificar el A¥M del semen
porcino refrigerado.

Palabras clave:

Estrés oxidativo, semen porcino, Silibinina, Silicristina, Silidianina, Silimarina.

Abstract

The reduction in sperm quality that occurs during refrigeration is explained by the oxidative
stress of the spermatozoa. This condition has been attributed to osmotic, chemical and
thermal stresses, resulting in decreased cell motility, loss of mitochondrial activity, lipid
oxidation and reduced plasma membrane integrity. These alterations, in turn, compromise
the functionality of the cell and its fertilizing capacity. An interesting and promising
alternative to mitigate these damages is the addition of antioxidants to the boar semen
diluent. The aim of this chapter was to evaluate the effect of Silymarin (SILIM), Silydianin
(SILID), Silychristin (SILIC) and Silybinin (SILIB) on total antioxidant capacity (TAC), redox
state, lipid peroxidation (LPO) and mitochondrial membrane potential (A¥M) of refrigerated
boar semen. For this purpose, fifteen ejaculates from five swine (Sus scrofa domestica)
were diluted in MRA ® KUBUS, supplemented with the four antioxidant molecules and
refrigerated at 16°C for five days. Treatment effects were analyzed at 0 and 96 h of cooling
by assessing EROs production and CAT by spectrofluorimetry, for FRAP and ABTS**
assays; and lipid peroxidation and mitochondrial activity by flow cytometry. All
concentrations of Silydianin generated lower EROs production (p < 0,05), while silybinin
(20 and 60 uM) produced the highest amount of EROs at 96 h of refrigeration (p < 0,05).
Silydianin 60 pM (ABTS**) and silybinin 20 pM (FRAP) increased CAT at 96 h of
refrigeration. Furthermore, Silybinin 40 uM and Silymarin 60 uM exhibited a slower rate

(kinetics) of EROs production. No differences were found between treatments for LPO (p >
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0,05). Increased A¥M was observed for Silydianin 20 pM and DMSO, and greater
membrane structural integrity for Silydianin 20 uM, while Silychristin 20 pM reduced these
two parameters. It is concluded that Silymarin and its flavonolignans can reduce, depending
on their concentration, EROs generation, increase CAT and modify the A¥M of refrigerated

boar semen.

Keywords:

Silybinin, silychristin, silydianin, silymarin, oxidative stress, swine semen.
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2.1. Introduccioén
La inseminacion artificial (IA) es la técnica mas utlizada a nivel mundial para la
reproduccion porcina (Fair & Romero-Aguirregomezcorta, 2019). Siendo implementada en
mayor medida con semen refrigerado a una temperatura de 15 - 17 °C, y conservado
durante un periodo corto de tiempo, generalmente de 1 a 5 dias (Pezo et al., 2019). Este
método de conservacién, aunque es mas simple y practico, genera la reduccién de la
calidad espermatica, impidiendo el almacenamiento de las dosis seminales durante

periodos de tiempo mas prolongados (Tian et al., 2019).

Diversos métodos de conservacion producen estrés oxidativo en la célula, un estado
definido como el desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, que crea una condicién a
favor de los oxidantes y genera un potencial destructivo y patogénico (Potra et al., 2021),
En ese sentido, la conservacion tanto en refrigeracion como congelado pueden hacer que
la células experimenten este estado, evidenciando un desequilibrio a favor de los radicales
libres como consecuencia del agotamiento en el nivel de antioxidantes (Bollwein & Bittner,
2018; Faudale et al., 2008).

El espermatozoide es una célula altamente susceptible al dafio oxidativo debido al bajo
contenido de citoplasma, a la alta cantidad de &cidos grasos poliinsaturados presentes en
la membrana plasmaética y al débil sistema antioxidante que posee (Aitken et al., 2016). Al
sufrir este estrés oxidativo, las especies reactivas de oxigeno empiezan a ejercer un papel
negativo sobre las células al agotar los sistemas antioxidantes, promover la peroxidacion
de los lipidos de la membrana, reducir el potencial de membrana mitocondrial, ocasionar
la desnaturalizacién de las proteinas, el deterioro del ADN y la pérdida de la movilidad

espermatica (Khoi et al., 2021).

En este sentido, la adicion de moléculas antioxidantes al diluyente espermatico porcino, en
busca de mitigar los efectos deletéreos generados por el estrés oxidativo durante la
refrigeracion, es considerada una alternativa prometedora y ha sido ampliamente
estudiada en el campo de la reproduccion animal (Funahashi & Sano, 2005; Tian et al.,
2019).

En los Ultimos afios, se ha investigado el efecto de gran cantidad de moléculas sobre la

calidad y la capacidad antioxidante de las células espermaticas, aumentando el interés de
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innovar y dar preferencia a productos naturales, que sean amigables con el medio

ambiente y sobresalgan por su capacidad protectora (El-Sheshtawy & El-Nattat, 2017).

Entre los antioxidantes alternativos con resultados prometedores que han sido estudiados,
se encuentra la Silimarina, un flavonoide extraido de la planta Silybum marianum (cardo
mariano), y que ha sido estudiado en células cardiacas, hepéticas, y en espermatozoides
de ratas (Pourheydar et al., 2021; Ahmed et al., 2022), bovinos (El-Sheshtawy & El-Nattat,
2017), humanos (Aghashahi et al., 2020; Etemadi et al., 2020; Etemadi et al., 2022), ovinos
(Eskandari & Momeni, 2016) y porcinos (Jang et al., 2011).

La Silimarina, como producto natural, posee gran cantidad de actividades biolégicas, es
hepatoprotectora, antiproliferativa y antioxidante (Abouzid & Ahmed, 2013). Ademas, de
estar compuesta de varios flavonolignanos, principalmente Silidianina, Silicristina y
Silibinina (Pascual et al., 1993), que también poseen propiedades antiinflamatorias,

anticancerigenas y antioxidantes (Surai, 2015).

En este sentido, el presente capitulo plantea como objetivo, evaluar el efecto de la adicién
de Silimarina, Silicristina, Silibinina y Silidianina sobre la capacidad antioxidante, el estado
redox, la peroxidacion lipidica y la actividad mitocondrial del semen porcino refrigerado a
16°C.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Localizacion

Esta investigacion se llevo a cabo en la Estacion Agraria San Pablo, perteneciente a la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. Un centro de produccién ubicado en el
municipio de Rionegro, vereda el Tablacito, zona Oriental del Departamento de Antioquia,
con una extension de 27.67 hectareas dedicadas a la produccién e investigacion en
porcinos y que cuenta con un laboratorio para el procesamiento de semen. Este centro de
produccion, se caracteriza por presentar una temperatura promedio entre 12 y 18°C, esta
ubicado a una altura aproximada de 2100 metros sobre el nivel del mar y presenta una

precipitacion de 2280 mm al afio y una humedad relativa de 75.5%.

El material de investigacion (semen porcino) se recolect6 de los cerdos pertenecientes a
esta granja, cuyas muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Reproduccién Animal
ubicado en esta misma estacion agraria y evaluadas en Medellin, en el Laboratorio de
Citometria de Flujo de la Universidad de Antioquia (SIU) y el laboratorio de Ciencias de los

alimentos de la Universidad Nacional de Colombia (Nucleo el volador).

2.2.2. Recoleccion y procesamiento del material de
investigacion

Para esta investigacion se colectaron cinco machos porcinos (Landrace Belga, Pietran y
PIC410, entre 3 y 5 afios de edad), un eyaculado por animal, para un total de cinco
eyaculados. La recoleccién del semen se realizé mediante el método de mano enguantada
(Feng et al., 2020), donde empleando guantes de polivinilo y sobre un “potro” sélido o
maniqui, se realizé la colecta de los eyaculados. Posterior a la eyaculacion, se removi6 por
filtraciébn y de manera inmediata, la primera parte del eyaculado o fraccién gel que carece
de espermatozoides y puede afectar la conservacién del eyaculado. Dentro de los
siguientes 15 minutos siguientes a la colecta, el material seminal fue sometido a una

temperatura de 37°C en un bafio maria.

Al semen colectado le fue medida la concentracion en fresco mediante un fotémetro

minitube SDM1, con el software previamente configurado en especie porcina y con una
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gota de 30 pL de semen puro. Ademas, se evaluaron los pardmetros de volumen y
movilidad, mediante una probeta graduada y un sistema CASA (HTM-IVOS version 12.3
by HAMILTON THORNE). Solo se procesaron los eyaculados con minimo 60% de

movilidad.

Posteriormente, se realizé la dilucién en MRA ® diluyente porcino de KUBUS (Kubus S.A,
Madrid, Spain) hasta alcanzar una concentracion de 60 millones de espermatozoides/mlL,
se midi6 nuevamente la movilidad en sistema CASA después de la dilucién y se
depositaron 1 mL de este semen diluido en tubos eppendorf, para la suplementacién con
el antioxidante respectivo de las 4 moléculas planteadas (Silimarina, Silidianina, Silicristina
y Silibinina). También se analizé un control sin adicion de antioxidante (Control) y un control
con Dimetilsulfoxido (DMSO), en un volumen representativo de la cantidad utilizada en la
disoluciéon de cada molécula, dado que este crioprotector constituy6 el medio de dilucién

de los antioxidantes trabajados. Lo anterior se especifica en las tablas 2.1y 2.2.

Para las evaluaciones de capacidad antioxidante total (CAT) y produccion de especies
reactivas (EROs) por espectrofluorimetria, se suplementaron las mismas moléculas y

concentraciones del capitulo 1 de la presente tesis, lo cual se muestra en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Tratamientos suplementados para las evaluaciones de la Capacidad

antioxidante total y la generacion de especies reactivas de Oxigeno

Antioxidante Stock Concentracion Tratamiento
CONTROL
20 uM SILIB20
Silibinina
5,18 mM 40 uM SILIB40
60 uM SILIB60
10 uM SILIC10
20 uM SILIC20
Silicristina 2,47 mM
40 pM SILIC40
60 uM SILIC60
10 uM SILID10
Silidianina 20,73 mM 20 uM SILID20
40 pM SILID40
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60 uM SILIC60
20 uM SILIM20
Silimarina 20,73 mM 40 uM SILIM40
60 uM SILIM60

Todas las moléculas del presente estudio, fueron adquiridas en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Para la evaluacion mediante citometria de flujo, potencial de membrana mitocondrial
(A¥M), peroxidacion lipidica de membrana (LPO) e integridad estructural de membrana
plasmética (VE), solo fueron suplementados y analizados los tratamientos con mejores
indices de calidad seminal (SQi), obtenidos en el capitulo 1 de la presente investigacion
(Capitulo 1, tabla 1.4, variable SMI, expresada en Media + EE del SQi). Especificado en la

tabla 2.2 mostrada a continuacion:

Tabla 2.2. Tratamientos suplementados para las evaluaciones de Potencial de membrana

mitocondrial, vitalidad espermética y peroxidacion lipidica

Antioxidante Stock Concentracion Tratamiento
- - - CONTROL
Silibinina 20 uM SILIB20
5,18 mM
40 uM SILIB40
10 uM SILIC10
Silicristina 2,47 mM
20 uM SILIC20
10 uM SILID10
Silidianina 20,73 mM
20 uM SILID20
20 uM SILIM20
Silimarina 20,73 mM
40 uM SILIM40

Todas las moléculas del presente estudio, fueron adquiridas en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Para ambos ensayos, el semen fue previamente diluido y suplementado con la molécula
antioxidante, para finalmente ser traslado al laboratorio respectivo, donde fueron
evaluados y sometidos a refrigeraciébn en una nevera modificada, a una temperatura de
16°C durante 5 dias consecutivos. Esto Ultimo, teniendo en cuenta que la refrigeracion de

semen porcino es realizada a una temperatura de 15 a 17°C (Torres et al., 2014), como
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principal método de conservacién espermética para la implementacion de la inseminacion
artificial en porcinos (Hidalgo, 2013). Todos los reactivos utilizados en el presente estudio
fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

2.2.3. Andlisis mediante espectrofluorimetria

Las siguientes evaluaciones fueron realizadas a la hora 0 y 96 de refrigeracién a 16°C, en
el Laboratorio de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin
(Nucleo el volador).

e Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método
del radical cationico ABTS*".

La prueba ABTS se realizo de acuerdo a lo descrito por Arts et al. (2004). Se emplearon
10 yL de semen y 990 pL de la solucién del radical ABTS**. Luego de 30 minutos de
reaccion la temperatura ambiente y en la oscuridad, se medié en un espectrofotémetro
(Jenway 6405 UV/Vis), el cambio en la absorbancia respecto a una solucion referencia,
compuesta por 10 uL de solucién buffer y 990 uL 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 comparo contra una curva patron con Trolox®.

e Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método
FRAP, reduccién del hierro férrico (Fe*3) hasta su forma
ferrosa (Fe*?).

El método FRAP, consiste en la reduccion de iones férricos a ferrosos, para ello. Esta
prueba, se realizé6 mediante la adicion de 50 yL de muestra a 900 uL de solucion FRAP,
compuesta por buffer acido acético-acetato de sodio (pH 3.4), TPTZ y FeCl, en relacion
10:1:1. Luego de 30 minutos de reaccién se midid la absorbancia a una longitud de onda
de 593 nm en un espectrofotbmetro 6405 UV/Vis (Jenway, Burlington, USA). El valor
encontrado fue comparado con una curva de referencia construida con acido ascoérbico
(Benzie & Strain, 1996).
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e Produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs).

La deteccién de especies reactivas se realizé por la metodologia de la fluoresceina
diacetato -FDA- (Guthrie & Welch, 2006), donde cada muestra fue preparada con 30 uL de
40 mM FDA (Intervet), 240 uL de solucion buffer (pH 7.4), y 30 uL del semen. Se emplearon
condiciones controladas de temperatura a 37°C, pH 7.4, y como referencia el antioxidante
Trolox® (Merck). Las lecturas se realizaron mediante un espectrofluorimetro LS 55
(PerkinElmer), a una A de excitacién 490 nmy slit de excitacién 10, y una A de emisién 530
nm y slit de emisién 15. Los resultados fueron expresados como unidades relativas de

fluorescencia (URF).

2.2.4. Andlisis mediante citometria de flujo

Las siguientes evaluaciones fueron realizadas a la hora 0 y 96 de refrigeracion a 16°C, en
el laboratorio de Citometria de flujo de la Universidad de Antioquia, ubicado en la Sede de

Investigacion Universitaria (SIU), Medellin.

e Peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica
(LPO).
La peroxidacion lipidica de la membrana plasméatica se determiné mediante la sonda
BODIPY 581/591 C11, la cual emite fluorescencia naranja en su estado no oxidado con
excitacion a 581 nm y emisién 591 nm, cambiando a fluorescencia verde cuando hay
peroxidacion, con una excitacién a 500 nm y emisién a 510 nm (Martinez et al., 2010). Para
este andlisis, se modificd el protocolo descrito por Awda et al. (2009), diluyendo una
muestra de semen en solucion HANKS’ Balanced salt solution a una concentracion de 1 x
10%/mL, posteriormente, se adicion6 BODIPY 581/591 C11 (Molecular Probes, Inc.) a una
concentracion final de 0.004 uMy se incub6 a 25°C durante 30 min. Cumplido este periodo,
se adiciond Yoduro de Propidio (Pl), a una concentracion final de 1 mg/mL y se incubé por
15 minutos a la misma temperatura. La LPO se evalu6 mediante citometria de flujo
(LSRFortessaTM, BD Biosciences). Las muestras se excitaron utilizando un laser de fase
sélida de 488 nm, y la fluorescencia se detecté a 530/30 y 610/20 nm para BODIPY
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581/591 C11 y PI respectivamente. Los datos fueron analizados utilizando el software
FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA).

e Potencial de membrana mitocondrial (A¥M).

El potencial de membrana mitocondrial se evalué mediante la sonda especifica JC-1,
donde las mitocondrias que presentan alto A¥M, son expresadas como dimeros, con
emision a 590 nm cuando se excitan a 549 nm, mientras que, en las mitocondrias con bajo
A¥M, el JC-1 esté presente como monomeros que emiten a 525 nm cuando se excitan a
488 nm (Guo et al., 2017). Para esta evaluacion, se modificé el protocolo descrito por Guo
et al. (2017), diluyendo una muestra de semen en solucién HANKS’ Balanced salt solution
a una concentracion de 1 x 10%/mL, posteriormente, se adicion6 JC-1 (MitoProbeMT) a una
concentracion final de 0.4 yM y se incub6 a 25°C durante 45 minutos. El A¥M se midié
mediante citometria de flujo (LSRFortessaTM, BD Biosciences). Las muestras se excitaron
utilizando un laser de fase sélida de 488 nm, y la fluorescencia de JC-1 se detect6 a 530/30
nm. Los datos fueron analizados utilizando el software FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC,
USA).

e Integridad estructural de membrana plasmatica
(Vitalidad espermatica, VE).
La Vitalidad espermatica (VE) fue evaluada mediante el kit de viabilidad
LIVE/DEAD ® Sperm Viability (Invitrogen Inc., Eugene, OR, EE. UU.), que consiste en la
combinacion de Yoduro de Propidio (PI, sonda impermeable a la membrana) y SYBR14
(Sonda de unién a acidos nucleicos, permeable a la membrana) (Martinez et al., 2010). El
uso de ambos fluorocromos permite discriminar entre células viables y no viables, donde
los nucleos de los espermatozoides vivos emiten una fluorescencia verde (SYBR-14) y las
células que han perdido la integridad de su membrana se tifien de rojo (PI) (Gillan et al.,
2005). Para esta evaluacion, se modificé el protocolo descrito por Merino et al. (2017),
diluyendo una muestra de semen en solucion HANKS’ Balanced salt solution a una
concentracion de 1 x 10%mL, posteriormente, se adicionaron SYBR14 y PI, a una
concentracion final de 0.002 yM y 1 mg/mL respectivamente, y se incubd a una
temperatura de 37°C durante 20 minutos. La VE se midi6 mediante citometria de flujo

(LSRFortessaTM, BD Biosciences). Las muestras se excitaron utilizando un laser de fase
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solida de 488 nm, y la fluorescencia se detect6 a 530/30 y 610/20 nm para SYBR14 y PI
respectivamente. Los datos fueron analizados utilizando el software FlowJo version 7.6.2
(FlowJo, LLC, USA).

2.2.5. Analisis estadistico

Para evaluar la actividad de los antioxidantes en la refrigeracién del semen porcino, se
ajustaron modelos lineales generalizados con el fin de determinar el efecto del tratamiento
en las variables dependientes (Capacidad antioxidante total, produccion de especies
reactivas, potencial de membrana mitocondrial, peroxidacién de los lipidos de membrana

e integridad estructural de membrana plasmética).

Para cada una de las variables dependientes se usé el efecto fijo anidado del eyaculado
dentro del porcino y el efecto fijo del tratamiento. La comparacion de las medias entre los
tratamientos fue realizada mediante la prueba de rangos multiples de Duncan. El nivel de
significancia considerado para todas evaluaciones fue p < 0,05. Todos los analisis se

realizaron con el software SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Mediante un analisis de regresion lineal, se complementd la evaluacion de la produccién
de especies reactivas de oxigeno, con el propdésito de estimar la cinética de la produccién
de EROs, estimada como la cantidad de unidades relativas de fluorescencia (URF)

producida por minuto, para todos los tratamientos.
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2.3. Resultados

Todos los modelos ajustados fueron significativos (p < 0,05) para las diferentes variables
en los dos tiempos de evaluacién (0 y 96 horas de refrigeracion), evidenciando a la hora 0,
coeficientes de determinacion (R?) de 84,38% para ABTS, 88,44% para FRAP, 37,04%
para EROs, 94% para A¥M (dimeros y mondmeros), entre 35% y 74% para LPO y entre
56% y 95% para VE. Mientras que, para la hora 96 de refrigeracion se obtuvieron valores
de R? de 92,71% para ABTS, 73,04% para FRAP, 37,26% para EROs, 94% para A¥M
(dimeros y monémeros), entre 94% y 74% para LPO y entre 44% y 95% para VE.

El efecto del porcino, anidado en el eyaculado mostré significancia para los dos tiempos
de evaluacion en todas las variables (CAT, EROs, LPO, A¥M y VE), presentando valores
p inferiores a 0,05. Mientras que, para el efecto del tratamiento, ningln tiempo en

especifico presenté un numero superior de diferencias (p < 0,05).

A continuacion, se presentan graficas y tablas que muestran los resultados obtenidos en

las diferentes variables evaluadas mediante espectrofluorimetria y citometria de flujo.

2.3.1. Espectrofluorimetria

e Capacidad antioxidante total (CAT)

Lafigura 2.1y 2.2 muestran el comportamiento de la capacidad antioxidante total evaluada

por dos técnicas de espectrofluorimetria (ABTS y FRAP) a las 0 y 96 h de refrigeracion.

En la figura 2.1, es posible apreciar que en la técnica de ABTS*", a la hora 0 de
refrigeracion, el tratamiento SILID10 aumenté la CAT respecto al control, mientras que,
SILIC20 y SILIM20 generaron una reduccién de este pardmetro. Adicionalmente, es
importante mencionar que no se presentaron diferencias entre el control y DMSO para este

mismo tiempo de refrigeracion.

Similarmente, a la hora 96 de refrigeracion (figura 2.1), se observa que SILID60 present6
mayor capacidad antioxidante total respecto al control y los demas tratamientos, mientras

SILIC10 exhibié el valor mas bajo.
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Figura 2.1 Capacidad antioxidante total mediante ensayo ABTS e+
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Los valores de Capacidad antioxidante total (CAT), evaluados mediante el ensayo ABTS, estan expresados en pmol Trolox
/L de muestra = el error estandar. a-g: Diferentes superindices indican diferencias entre tratamientos, dentro de un mismo
tiempo de evaluacion (p < 0,05). Oh y 96h hace referencia a las horas de enfriamiento a 16°C.

Respecto a la figura 2.2, donde se muestran los resultados de CAT obtenidos por el
método FRAP, se observan comportamientos mas dependientes de la concentracion
suplementada, evidenciado que, los valores de CAT aumentan al adicionar mayor cantidad
del antioxidante. En este sentido, a la hora 0 de refrigeracién, las mayores concentraciones
de SILIC, SILID, y SILIM exhibieron incrementos en la CAT, mientras que SILIB60 redujo
considerablemente este parametro. Adicionalmente, se encontraron diferencias (p < 0,05)

entre el control y el DMSO para ambos tiempos de refrigeracion (hora 0 y 96).
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Figura 2.2 Capacidad antioxidante total mediante ensayo FRAP
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En dicha figura (2.2), también es importante mencionar que a la hora 96 de refrigeracion,

SILIB20 y SILIC60 presentaron la mayor CAT respecto al control y los tratamientos

restantes. Mientras que, SILID60 y SILIM60 aumentaron la capacidad antioxidante en

comparacion a las demas concentraciones de su misma molécula, pero no tuvieron

diferencias significativas (p > 0,05) con el control.

Produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs)

La figura 2.3, muestra la produccion de especies reactivas de oxigeno por minuto al tiempo

0y 96 de refrigeracion, en ella se encuentran resultados relevantes, teniendo en cuenta la

poca informacion encontrada sobre la suplementacion de estas moléculas en células

espermaticas.
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Figura 2.3 Produccién de especies reactivas de oxigeno
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En dicha figura (2.3), a las 0 h de refrigeracion, la mayoria de tratamientos, a excepcién de
SILIC10 y SILIM60, mostraron diferencias significativas respecto al control, no obstante,
SILID60 exhibié la mayor cantidad de EROs producidas, mientras SILIB, en sus tres
concentraciones, mostrd las producciones mas bajas. En esta evaluacion, el control
también present6 diferencias significativas con el DMSO (p < 0,05) para ambos tiempos

de refrigeracion.

En este mismo analisis, a la hora 96 de refrigeracion, se destacan DMSO, SILIC40, SILID
en todas sus concentraciones y SILIM 40y 60, como los tratamientos que generaron menor
cantidad de EROs producidas respecto al control. Por el contrario, SILIB20y 40, y SILIC60

exhibieron incrementos en este parametro.
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e Analisis de regresion lineal: Cinética - produccion de

EROs

La tabla 2.3, presenta los resultados del andlisis de regresion, interpretados como el

aumento o disminucién en la produccion de especies reactivas de oxigeno por tiempo de

lectura para todos los tratamientos, es decir, cinética o velocidad de produccién de EROs

por minuto.

Tabla 2.3. Andlisis de regresion para la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno por

Tratamiento y Tiempo

ANALISIS DE REGRESION

HORA O HORA 96
Intercepto Coeficiente Intercepto Coeficiente
TRATAMIENTO

Bo regresion B1 RZ  valorp Bo regresion B R.  valorp

CONTROL 71.5993 0.0072 0.0857 <0.0001 81.7700 0.0043 0.0400 0.0012
DMSO 58.0968 0.0064 0.1671 <0.0001 | 46.7800 0.0047 0.4300 <0.0001
SILIB20 39.6206 0.0044 0.5214 <0.0001 | 92.5150 0.0053 0.1252 <0.0001
SILIB40 50.0385 0.0042 0.0974 <0.0001 | 77.1950 0.0052 0.0673 <0.0001
SILIB60 47.1811 0.0043 0.4395 <0.0001 | 96.8410 0.0047 0.0288 0.0066
SILIC10 69.5935 0.0059 0.1124 <0.0001 | 70.1240 0.0059 0.1042 <0.0001
SILIC20 53.1123 0.0061 0.1539 <0.0001 | 76.0850 0.0057 0.0635 <0.0001
SILIC40 60.8488 0.0052 0.1912 <0.0001 | 67.1258 0.0057 0.0864 <0.0001
SILIC60 64.7601 0.0059 0.2128 <0.0001 94.3337 0.0040 0.0229 0.0156
SILID10 52.8170 0.0061 0.1587 <0.0001 | 42.3850 0.0078 0.3481 <0.0001
SILID20 67.1231 0.0059 0.0479 0.0004 57.1728 0.0058 0.1508 <0.0001
SILID40 68.0326 0.0054 0.1097 <0.0001 44,9159 0.0049 0.4698 <0.0001
SILID60 115.1804 0.0055 0.0120 <0.0001 64.6927 0.0049 0.0437 0.0008
SILIM20 69.4433 0.0056 0.0878 <0.0001 77.8392 0.0045 0.0582 <0.0001
SILIM40 64.5041 0.0050 0.1227 <0.0001 64.0956 0.0040 0.1112 <0.0001
SILIM60 87.6416 0.0051 0.0211 0.0203 71.2232 0.0038 0.0632 <0.0001

Hora 0 y hora 96 corresponden al tiempo de refrigeracion, donde se realizaron las evaluaciones. B1: se refiere al aumento
en la produccion de EROs por minuto, expresada en % (0-100). R% Coeficiente de determinacion del modelo de regresion.
Los resultados con valores p menores a 0.05 indican significancia.

Los coeficientes de regresion (Bi1) descritos en la tabla 2.3, muestran que todos los

tratamientos tanto a la hora 0 como a la hora 96 de refrigeracion, presentan un aumento

en la produccién de EROs en el tiempo, por lo que en ninguno se reduce dicha cinética.
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A las 0 h de refrigeracion, es evidente que el control presenta una cinética mayor de
produccion de EROs respecto al DMSO vy a los tratamientos restantes. Mientras que, para
SILIM y sus tres flavonolignanos, la menor velocidad de produccion de especies reactivas
se presenté en 40 uM.

Por el contrario, a la hora 96 de refrigeracion, se destacan SILIC60, SILIM40 y 60 como
los tratamientos con menor velocidad de produccion de EROs por minuto, incluso menor
al valor obtenido en el control. Mientras que, la cinética de produccion de los demas

tratamientos fue superior a este Gltimo.

Ademas, también es importante resaltar que en el tiempo 0 se presentaron valores de 31
superiores respecto a la hora 96, indicando que, a las 0 h de refrigeracion, la produccién
de EROs por minuto fue mayor comparado con el tiempo 96, donde los incrementos de (31

se dieron en menor escala, excepto en SILIB, SILIC40 y SILID10.
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2.3.2. Citometria de flujo

e Peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica

La figura 2.4 evidencia la distribucion de las cuatro poblaciones segun la viabilidad celular

y el estado de oxidacion de los lipidos de membrana, obtenidos mediante el software
FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA).

Figura 2.4 Andlisis representativo por citometria de flujo de la peroxidacién de los lipidos de
membrana plasmatica
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Representacion esquematica de los datos de SILIC10 (Mayor peroxidacion lipidica) a la hora 0 y 96 de refrigeracion,
obtenidos por citometria de flujo y analizados mediante el software FlowJo versién 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA)
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Representacién esquematica de los datos de SILIM20 (Menor peroxidacion lipidica) a la hora 0 y 96 de refrigeracion,
obtenidos por citometria de flujo y analizados mediante el software FlowJo versiéon 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA)
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La figura 2.5 y 2.6, muestran la LPO de la membrana plasmatica a las 0 y 96 h de
refrigeracion, mediante la clasificacion de células en cuatro poblaciones segun su
fluorescencia.

Figura 2.5 Peroxidacion de los lipidos de membrana a la hora 0 de refrigeracion
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En la peroxidacion de los lipidos de membrana (LPO) a las 0 horas de refrigeracion, las células fueron clasificadas en
cuatro poblaciones (PI/ BD) segln la tincién presentada, asi: Pl+/ BD-: Células muertas no peroxidadas; Pl+ / BD+:
Células muertas peroxidadas; PI- / BD-: Células vivas no peroxidadas; PI- / BD+: Células vivas peroxidadas. La cantidad
de células de cada poblacion esta expresada en porcentaje (%) + el error estandar. a-d: Diferentes superindices indican
diferencias entre tratamientos dentro de una misma poblaciéon (p < 0,05). Ausencia de superindice indica no diferencias
significativas (p > 0,05) entre tratamientos en un mismo tiempo de refrigeracion.
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Figura 2.6 Peroxidacién de los lipidos de membrana a la hora 96 de refrigeracion

80
70
CONTROL I
H DMSO 60 ]: :I:
SILIB20 I
msiuBao | X 0
8
ESiLCI0 |5
2 40
o
sic20 | @
a
siup10 | & 30
a
(%]
mSILID20 <5: I II
220 4 3 I I
ILM20 |
S 0 o) . Iab
a a a
SILIM40 I
0
Pl+/BD- Pl+/BD + PI-/BD+ PI-/BD-

POBLACION Pl / BD

En la peroxidacion de los lipidos de membrana (LPO) a las 96 horas de refrigeracion, las células fueron clasificadas en
cuatro poblaciones (Pl / BD) segun la tincién presentada, asi: Pl+ / BD-: Células muertas no peroxidadas; Pl+ / BD+:
Células muertas peroxidadas; PI- / BD-: Células vivas no peroxidadas; PI- / BD+: Células vivas peroxidadas. La cantidad
de células de cada poblacion esta expresada en porcentaje (%) + el error estandar. a-b: Diferentes superindices indican
diferencias entre tratamientos dentro de una misma poblacion (p < 0,05). Ausencia de superindice indica no diferencias
significativas (p > 0,05) entre tratamientos en un mismo tiempo de refrigeracion.

Ambas graficas (2.5 y 2.6) permiten observar una reduccion en la poblacién de PI-/BD- a

la hora 96 respecto las 0 h, lo que indica que esta refrigeracion genera un aumento en la

oxidacion de los lipidos de membrana. En este sentido, se evidencia que tanto a la hora 0

como a la hora 96, ningun tratamiento presentd diferencias significativas (p > 0,05)

respecto al control en PI-/BD-, sin embargo, es valido resaltar la tendencia de SILIM20 a

incrementar esta poblacion y la de SILIC a reducirla, lo cual es visible en ambos tiempos

de evaluacion, aun sin mostrar diferencias estadisticas con el control.

De manera similar, en PI-/BD+ tampoco se presentaron diferencias de los tratamientos vs

el control en los dos tiempos de refrigeracién, no obstante, sin ser estadisticamente
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diferentes, se observo que SILIC10 y DMSO exhibieron una tendencia a incrementar esta
poblacion de células vivas peroxidadas.

e Potencial de membrana mitocondrial

La figura 2.7 muestra las dos poblaciones segun el potencial de membrana mitocondrial,
obtenidos mediante el software FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA).

Figura 2.7 Analisis representativo por citometria de flujo del potencial de membrana

mitocondrial
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Representacion esquematica de los datos de SILID20 (Mayor A¥M) ala hora 0 y 96 de refrigeracién, obtenidos por
citometria de flujo y analizados mediante el software FlowJo versién 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA)
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Representacién esquematica de los datos de SILIC20 (Menor A¥M) a la hora 0 y 96 de refrigeracion, obtenidos por
citometria de flujo y analizados mediante el software FlowJo versién 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA)
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En la figura 2.8, se pueden observar las poblaciones obtenidas en los dos tiempos de
evaluacion, evidenciando el comportamiento propio del JC-1 al formar mondmeros o
dimeros segun el potencial de membrana mitocondrial presentado por los

espermatozoides.

En la grafica 2.8, es posible observar que, desde las 0 h de refrigeracion, la SILIC20 es el
Unico tratamiento estadisticamente diferente (p < 0,05) al control, ademas de reducir la
poblacién de dimeros, es decir en las células que presentan un alto A¥M, al tiempo que
presenta un incremento en la cantidad de mondmeros (bajo A¥M).

Figura 2.8 Potencial de membrana mitocondrial evaluada mediante JC-1
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En potencial de membrana mitocondrial, las células fueron clasificadas en dos poblaciones por tiempo de refrigeracion
segun el comportamiento del JC-1, asi: Monémeros: Células con bajo potencial de membrana mitocondrial; Dimeros:
Células con alto potencial de membrana mitocondria. La cantidad de células de cada poblacion esta expresada en
porcentaje (%) + el error estandar. a-d: Diferentes superindices indican diferencias entre tratamientos dentro de una misma
poblacién en un tiempo determinado de refrigeracion (p < 0,05).
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De manera similar, a las 96 h de refrigeracion, el tratamiento SILIC20 exhibié el mismo
comportamiento descrito anteriormente, difiriendo estadisticamente al control (p < 0,05) y
mostrando la mayor cantidad de monémeros y la menor proporcion de dimeros de todos

los tratamientos evaluados.

Ademas, es importante mencionar que en este parametro (A¥M), el control y el DMSO no
presentaron diferencias significativas (p > 0,05) para ninguna poblacién (A¥M alto y bajo)

en ambas horas de evaluacion.
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e Integridad estructural de la membrana plasmatica

La figura 2.9 evidencia las tres poblaciones segun la viabilidad o vitalidad espermatica,
obtenidas mediante el software FlowJo version 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA).

Figura 2.9 Analisis representativo por citometria de flujo de la vitalidad espermatica
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Representacion esquematica de los datos de SILID20 (Mayor VE) a la hora 0 y 96 de refrigeracion, obtenidos por
citometria de flujo y analizados mediante el software FlowJo versién 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA)
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Representaciéon esquematica de los datos de SILIC20 (Menor VE) a la hora 0 y 96 de refrigeracion, obtenidos por
citometria de flujo y analizados mediante el software FlowJo versién 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA)
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En la gréfica 2.10, se presentan las poblaciones segun la integridad estructural de la
membrana plasmatica, donde aquellos espermatozoides que incorporaron Pl y emitieron
su fluorescencia durante la evaluacion, fueron tomados como células no viables, cuya

membrana presento algun dafio estructural.

Figura 2.10 Integridad estructural de membrana plasmatica mediante kit live/dead
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En integridad estructural de membrana plasmatica, las células fueron clasificadas en tres poblaciones por tiempo de
refrigeraciéon segun la fluorescencia presentada (muertos, vivos y moribundos). La cantidad de células de cada poblacion
estd expresada en porcentaje (%) + el error estandar. a-b: Diferentes superindices indican diferencias entre tratamientos
dentro de una misma poblaciéon en un tiempo determinado de refrigeracion (p < 0,05). Ausencia de superindice indica no

diferencias significativas (p > 0,05) entre tratamientos en un mismo tiempo de refrigeracion.

En la figura 2.10 es evidente que la poblacibn de moribundos en ambos tiempos de
evaluacion (0 y 96 h), no presenté diferencias estadisticas entre ningun tratamiento y el
control. No obstante, el tratamiento SILIC20 evidenci6 tanto a la hora 0 como a la hora 96,
una reduccion de los espermatozoides viables, y, por ende, un incremento en los no
viables. Los tratamientos restantes, no presentaron diferencias estadisticas con el control
(p > 0,05). Entretanto, la refrigeracion no generdé ningun impacto sobre la integridad
estructural de la membrana plasmatica, dado que, ninguna poblacién (moribundos, viables
y no viables), sufrié disminuciones drasticas en sus medias a la hora 96 respecto a la hora

0 de refrigeracion.
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2.4. Discusién
En el capitulo 1 de la presente investigacibn se mostraron a la temperatura de
conservacion y al estrés oxidativo como los principales factores que generaron una
reduccion en la calidad espermatica (membrana, movilidad y cinética espermatica) durante
el almacenamiento de estas muestras a 16°C. Lo anterior, teniendo en cuenta que en el
presente estudio se conservl el semen porcino a esta temperatura, coincidiendo con otros
articulos donde el material seminal fue refrigerado en las mismas condiciones (Hidalgo et
al., 2011; Martin-Hidalgo et al., 2013; Teixeira et al., 2015; Pereira et al., 2018), mostrando
asi, a la refrigeracion (15-17°C) como mecanismo de conservacion mayormente utilizado

en la especie porcina.

En ese sentido, este capitulo 2 se enfoc6 a determinar las alteraciones en el
espermatozoide porcino ocasionadas por el estrés oxidativo, mediante evaluaciones

alternativas més especificas y de mayor precision.

Inicialmente, se tiene que el diluyente espermatico utilizado no previene la totalidad de
estos dafos, haciendo necesaria la busqueda de alternativas que permitan mitigar esos
efectos deletéreos generados durante el almacenamiento. Es por esto que, la
suplementacién con antioxidantes es considerada en la actualidad, una alternativa
interesante y bastante prometedora cuando de conservar dosis inseminantes y reproducir
animales de manera eficaz y rentable se trata, dado que al agregar cierta cantidad de

antioxidante se puede mejorar la calidad del semen preservado (Funahashi & Sano, 2005).

Después de la eyaculacion y durante la conservacion, las células espermaticas
experimentan estrés oxidativo (EQO) como resultado de un desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas de oxigeno y las defensas antioxidantes, reduciendo asi, su
funcionalidad y su capacidad fertilizante (Cordova et al., 2009). Por lo tanto, el éxito de
esta opcion radica en que los antioxidantes tienen la capacidad de retrasar o prevenir la
oxidacion, al eliminar EROs, inhibir su produccién o regular las defensas antioxidantes,

mitigando de esta manera, los dafios ocasionados por esta condicién (Gulcin, 2020).

Actualmente, existen diversos métodos para determinar la capacidad antioxidante de una
muestra especifica (Gulcin, 2020). En la presente investigacion, fueron estudiadas dos

técnicas (ABTS++ y FRAP), encontrando que, mediante ABTS+e, varios tratamientos
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disminuyeron su CAT a la hora 96 de refrigeracion, similar a lo sucedido en otro estudio
con la suplementacién de acido Salvianico en semen porcino refrigerado (Tian et al., 2019).
Sin embargo, otras muestras suplementadas exhibieron una mejor protecciéon, como
sucedi6 con Silidianina 60 uM, que presentd una mayor capacidad antioxidante equivalente

a Trolox (TEAC) respecto a los demas tratamientos.

Lo anterior, coincide con el estudio basado en las propiedades redox y antioxidantes de
los flavonolignanos, donde el uso de esta misma técnica evidencioé una superioridad en la
capacidad antioxidante de la Silidianina respecto al resto de moléculas, no obstante, en la
presente investigacion, el tratamiento Silicristina 10 uM presenté menor capacidad
antioxidante, diferente al mismo articulo de Pyszkova et al. (2016), donde el TEAC mas

bajo correspondi6 a Silibinina.

Es importante resaltar que, en esta investigacion fue primordial tener en cuenta la
concentracion suplementada de cada molécula, dado que por esta técnica de medicion de
CAT (ABTS+e¢), a la hora 96 de refrigeracion, Silidianina 60 yM y Silimarina 60 pM
evidenciaron mejor CAT que el resto de concentraciones y el control, mientras que, para
los antioxidantes restantes fue superior la TEAC en Silibinina 20 yM y Silicristina 40 puM.
En este sentido, al suplementar la mayor concentracion de las Ultimas dos moléculas

mencionadas, su capacidad para potenciar este parametro se redujo.

Mientras que en FRAP, se presentd un comportamiento de CAT dependiente de la dosis
suplementada, en este sentido, solo Silibinina presentd un comportamiento similar al
descrito anteriormente, donde al aumentar la concentracidén suplementada, el valor de CAT
a las 96 h de refrigeracion disminuyd. Diferente a lo sucedido en Silidianina, Silicristina y
Silimarina, donde la mayor concentracion (60 uM) exhibié la mejor capacidad antioxidante

respecto al resto de concentraciones suplementadas de la molécula respectiva.

En el estudio realizado por Pyszkova et al. (2016), se revelaron diferencias entre las
técnicas de evaluacién de CAT utilizadas, tal como sucedi6 en la presente investigacion,
donde los resultados obtenidos mediante el ensayo FRAP exhibieron una CAT superior en
Silicristina 60 pM, seguida de Silibinina 20 yM y Silidianina 60 uM, presentando una

jerarquia distinta a la obtenida en ABTS+-.
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Estas diferencias entre ABTS+e y FRAP, pueden ser explicadas por los diversos
mecanismos que poseen las dos evaluaciones para desactivar radicales libres, bien sea
mediante métodos de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) o a través de métodos
de transferencia de un solo electrén (SET) (Gulcin, 2020). En este sentido, la primera
técnica implica tanto HAT como SET, mientras que la segunda se basa solo en SET
(Gulcin, 2020; Munteanu & Apetrei, 2021)

No obstante, se ha encontrado que el mecanismo HAT (Transferencia de atomos de
Hidrégeno) es el mecanismo més eficaz para la eliminacion de radicales en estos
compuestos, aungque al mismo tiempo, este estudio realizado por Reina & Martinez, (2016)
concluy6 que por este mecanismo (HAT) ningln compuesto de Silimarina presenté una
actividad antirradical significativamente mayor a los demas, difiriendo de lo obtenido en la
presente investigacion con semen porcino, mediante ABTS+e, que también involucra el

mecanismo HAT.

Vinculado a esto, se tiene que la produccion excesiva de EROs puede generar un dafio
oxidativo gradual, afectar la funcion celular y, ocasionar alteraciones en el ADN, las
proteinas y los lipidos (Gulcin, 2020). Es por ello que analizar este pardmetro durante la
refrigeracion es de suma importancia, especialmente cuando se adicionan moléculas con
el fin de mitigar estos dafos generados, como lo reportado por Pourheydar et al. (2021),
donde la adiciébn de Silimarina disminuyd el porcentaje de espermatozoides con
fragmentacion de ADN en ratas diabéticas, al tiempo que mejoré la CAT evaluada por
FRAP en suero, atribuyendo estos beneficios a la Silimarina y su propiedad antioxidante y

de proteccion de los espermatozoides contra las EROs inducidas por diabetes.

El presente estudio, mostré que varios tratamientos aumentaron la produccién de EROs a
la hora 96 vs las 0 h, coincidiendo con lo reportado en otra investigacién, donde el
monitoreo de las EROs durante la refrigeracion de semen porcino, indicé un incremento en
la produccion de estas moléculas a partir de la hora 72 de almacenamiento (Khoi et al.,
2021).

Este aumento en la produccién de EROs se puede explicar dado que estas moléculas son
generadas a partir de espermatozoides dafiados, inmoviles, morfolégicamente anormales,
y normales, pero no funcionales, estados cominmente generados por las condiciones de

la refrigeracion, como la temperatura (Hidalgo, 2013; Juarez, 2009). Adicionalmente,
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caracteristicas propias de las células esperméticas como lo son el alto contenido de &cidos
grasos poliinsaturados (PUFA) y la poca cantidad de citoplasma, propician la produccién
de estas moléculas (Juarez, 2009).

En este parametro se evidencid el mismo comportamiento dependiente de la cantidad
suplementada, donde las mayores concentraciones de cada flavonolignano, incrementaron
la produccion de EROs por minuto. En ese sentido, la menor produccién de EROs a las 96
h de refrigeracion, para todos los antioxidantes suplementados (Silidianina, Silicristina,
Silimarina y Silibinina) se present6 en 40 uM, elevandose este valor en los tratamientos de
60 uM.

En este sentido, la Silimarina (40 y 60 uM) evidenciaron una disminucioén en la generacion
de EROs, coincidiendo con su capacidad de reaccionar contra estas especies reactivas,
eliminar los radicales libres y mejorar el sistema de defensa antioxidante (Pourheydar et
al., 2021).

Asi mismo, la Silibinina (20 y 60 uM), demostraron una mayor produccién de EROs,
mientras la Silidianina, como molécula (en todas las concentraciones estudiadas), influyé
de manera mas positiva, al reducir la produccién de EROs a las 96 h de refrigeracion. En
efecto, aun cuando se reporta que la Silibinina posee una buena capacidad protectora al
reducir la liberacion de O2 e influir en los niveles de Glutation reducido (Haddad et al.,
2011), la Silidianina se mostr6 como una molécula mas eficaz en dicha proteccion,
confirmando lo indicado en otro estudio, donde es presentada como un buen inhibidor de

la produccién y liberacién de radicales libres (Zielinska-Przyjemska & Wiktorowicz, 2006b).

Esto ultimo, es un resultado bastante relevante, dado que la Silidianina como molécula
antioxidante, ha sido poco estudiada, siendo uno de los flavonolignanos con menos
informacién a nivel investigativo y con una busqueda nada exitosa de su implementacion
en células espermaticas. Diferente a lo sucedido con Silibinina, el componente principal de
la Silimarina y que ha sido mayormente estudiado en diferentes campos investigativos
(Biedermann et al., 2016), incluido el reproductivo (Oufi & Al-Shawi, 2014; Temamogullari
et al., 2021).

Paralelamente se encuentra la peroxidacion lipidica, la cual consiste en el deterioro

oxidativo de los PUFA que se encuentran presentes en la membrana celular (Juarez,
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2009). En esta investigacion, se presentd un aumento en las células peroxidadas, una
disminucion en las no peroxidadas y por ende, un incremento en la peroxidacion lipidica a
la hora 96 respecto a la hora 0, coincidiendo con lo manifestado en otro estudio donde la
refrigeracion produjo un aumento en la LPO de la célula espermética (Kumaresan et al.,
2009).

En este sentido, el incremento de la LPO ocurrido durante la refrigeracion, es explicado
por la acumulaciéon de EROs, que, aunque son moléculas producidas normalmente por la
fisiologia y el metabolismo celular, también pueden propiciar el inicio de la oxidacion de los
PUFA esterificados en los fosfolipidos de la membrana, generar la acumulacion de estos
lipidos peroxidados, producir la pérdida de integridad, fluidez, permeabilidad, funcionalidad

de la membrana, y ocasionar la muerte de la célula (Gilgin, 2010; Hidalgo, 2013).

Sin embargo, es importante mencionar que, aunque es visible que los tratamientos con
antioxidantes muestran menor LPO respecto al control a la hora 96 y que solo SILIM20 lo
supera en ambos tiempos, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre

suplementar o no, con uno u otro flavonolignano.

En términos generales, las especies reactivas de oxigeno responsables de todos los
efectos deletéreos mencionados anteriormente, son producidas principalmente en las
mitocondrias, organelas implicadas en el metabolismo energético de las células
espermaticas (Cordova et al., 2009; Feng et al., 2020). Adicionalmente, el potencial de
membrana mitocondrial (A¥M) constituye un indicador de la funcionalidad de estas

estructuras celulares.

En el presente estudio, se alcanza a percibir una leve disminucién en la cantidad de células
con alto potencial de membrana mitocondrial (dimeros) durante el periodo de refrigeracion,
es decir a la hora 96 respecto la hora 0, aunque no es una reduccién muy drastica, coincide
con otro articulo donde también se report6 el descenso del A¥M durante la refrigeracion
de semen porcino suplementado con &cido rosmarinico (Feng et al., 2020). Este
comportamiento es atribuido principalmente a las EROs, dado que estas moléculas poseen

un importante efecto deletéreo sobre las mitocondrias (Gulcin, 2020).

Asimismo, el estrés oxidativo puede generar en los espermatozoides, el desacoplamiento

del transporte de electrones y la disminucién en la eficiencia de la fosforilacién oxidativa,
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reduciendo de esta manera las células con alto potencial de membrana mitocondrial,
parametro fundamental para producir ATP y generar el movimiento esperméatico (Cordova
et al., 2009). En este sentido, la presente investigacion mostré a Silidianina 20 uM como el
tratamiento con mayor cantidad de dimeros a la hora 96 de refrigeracion, ademas del
DMSO, mientras que, Silicristina 20 uM exhibio6 la mayor cantidad de monémeros (células
con bajo A¥M).

Lo expuesto anteriormente, demuestra como los impactos negativos que pueden ocurrir
durante la refrigeracién, estan altamente relacionados con el estrés oxidativo y la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno que se presenta. En ese sentido, cobra
gran importancia la adicion de moléculas antioxidantes que permitan prevenir o mitigar los

dafios causados a los espermatozoides cuando son sometidos a estas condiciones.

En los dltimos afos, los antioxidantes naturales han tomado fuerza e interés al exhibir
mayor seguridad y ser mas saludables que las moléculas sintéticas (Gulcin, 2020). Por
tanto, la Silimarina y sus flavonolignanos fueron considerados en la presente investigacion,
como una alternativa interesante para la refrigeracion de semen porcino, debido a sus
potentes capacidades antioxidantes presentadas en otras células y ante los pocos estudios

sobre la suplementacion de moléculas alternativas en la preservacion del semen de cerdo.

De los resultados analizados y discutidos anteriormente, se puede inferir que, la Silidianina,
en términos generales, redujo la produccion de EROs, incrementé la CAT (ABTSe+), el
A¥M vy la integridad estructural de membrana a las 96 h de refrigeracion, mientras que, la
Silicristina, aun cuando puede tener una gran capacidad para potenciar la CAT (FRAP),

exhibe las reducciones mas visibles en el A¥My la VE.

En este sentido, es importante destacar como los componentes de la Silimarina que han
sido menos estudiados, presentan los efectos de mayor contraste en la refrigeraciéon de
semen porcino. La falta de estudio de estas dos moléculas radica principalmente en que
su aislamiento y purificacion son ciertamente mas complejos y poco practicados, limitando
su uso en el campo investigativo (Biedermann et al., 2016, 2019). Siendo importante
resaltar que, hasta el momento no se han encontrado estudios donde se haya investigado

su efecto en células espermaticas de ninguna especie.



Actividad antioxidante de la Silimarina y sus componentes (Silidianina,
Silicristina y Silibinina) y su efecto sobre la conservaciéon de semen
porcino (Sus scrofa) refrigerado

En primer lugar, los buenos resultados obtenidos en VE, A¥M, CAT (ABTSe+) y EROs con
la suplementacion de Silidianina y su capacidad de modificar estos paradmetros, pueden
ser explicados a partir del efecto producido por esta molécula en otro tipo de células como
los neutrdfilos polimorfonucleares, donde se reportd su potencial para inhibir la produccién
de radicales libres y generar una reduccién en el metabolismo oxidativo (Zielinska-
Przyjemska & Wiktorowicz, 2006b).

De igual manera, la Silidianina tiene la capacidad de proteger a la célula de la generacién
de EROs y del agotamiento del Glutation reducido (GSH), al tiempo que también se ha
reportado que puede aumentar el nivel de este tripéptido en fibroblastos (Rajnochova et
al., 2019), algo que puede ser fundamental a la hora de preservar el semen porcino,
teniendo en cuenta que el GSH participa en la proteccion contra los dafios oxidativos que

pueden experimentar los espermatozoides (Luberda, 2005).

Esta capacidad de la Silidianina, adquiere mucha méas importancia para la refrigeracion de
semen, al considerar que, aunque la cantidad de GSH en la célula espermatica porcina
tiende a ser muy baja, este tripéptido esta presente en el plasma seminal del eyaculado
del cerdo (Luberda, 2005), algo fundamental para el actual experimento donde no se
removio6 el plasma seminal para la refrigeracion del material de investigacién. No obstante,
todos estos efectos descritos anteriormente al suplementar Silidianina en semen porcino,

son posibles sélo si se adiciona la cantidad adecuada del flavonolignano en mencion.

En segunda instancia, se tiene que el efecto de la Silicristina en la presente investigacion
fue altamente dependiente de la dosis suplementada para las variables VE y A¥M,
disminuyendo estos dos parametros al aumentar la cantidad adicionada de esta molécula.
De este modo, es importante resaltar el efecto de Silicristina 20 uM sobre la integridad
estructural de la membrana plasmatica, cuyo comportamiento exhibié una menor poblacién
de espermatozoides viables desde el momento de su suplementacion (hora 0) respecto a

los tratamientos restantes.

Lo anterior, sugiere que a partir de esta concentracion (Silicristina 20 M), las células
espermaticas porcinas parecen experimentar un nivel de deterioro mayor al resto de
tratamientos, como consecuencia de la cantidad de antioxidante adicionada, tal como
sucedi6 en el capitulo 1 de la presente tesis, donde concentraciones superiores a 20 uM

de Silicristina, evidenciaron disminuciones en la movilidad y cinética espermatica. Aunque
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en dicho capitulo la reduccion fue mas drastica en 60 uM, esta se venia presentando a
partir del tratamiento 20 pM.

Por el contrario, la suplementacion de Silicristina 40 uM logré mitigar la producciéon de
EROs a las 0 y 96 h de refrigeracién, mientras que, a 40 y 60 uM consiguio potenciar la
CAT (FRAP), coincidiendo con el efecto de esta molécula reportado en fibroblastos, donde
la Silicristina estimul6é una disminucién en la produccion de especies reactivas de oxigeno
dependiente de la concentracion (Rajnochova et al., 2019). En este ultimo estudio
mencionado, Rajnochova et al. (2019) también inform6 que la Silicristina tiene la capacidad

de mejorar el GSH, similar a la Silidianina.

Admitiendo de esta manera que, aun cuando Silicristina puede presentar efectos tan
positivos al incrementar la CAT y reducir la produccion de EROs, también puede llegar a
generar posibles dafios que ocasionen la reduccion en otras variables como la integridad
estructural de membrana plasmatica y el potencial de membrana mitocondrial, las cuales,
son igual de fundamentales para la capacidad fertilizante del espermatozoide, con
resultados en estos parametros que pueden verse incluso mas afectados que el control

gue no presenta adicion de antioxidantes.

En tercer lugar, se encuentra el flavonolignano Silibinina, aquella molécula que exhibié un
efecto menos contrastante respecto al control y que, al igual que los anteriores
antioxidantes, evidenci6 un comportamiento dependiente de la concentracion
suplementada en algunos parametros evaluados. En efecto, la Silibinina en su menor
concentracion aumento la CAT en las dos técnicas utilizadas, lo cual puede ser atribuido a
gue esta molécula tiene la capacidad de proporcionar proteccion contra los grupos de

oxigeno libre y de regular los niveles de glutation (Temamogullari et al., 2021).

Como se indic6 anteriormente, Silibinina 20 y 60 uM presentaron la mayor produccion de
EROs a la hora 96 de refrigeracion, evidenciando que solo a una concentracion de 40 uM
se logra disminuir este parametro. Sin embargo, la generacién de estas especies reactivas
en 40 uM es muy similar al control y su reduccién no es tan visible como la lograda por las

otras moléculas estudiadas.

En ese sentido, la Silibinina, aunque es un eliminador directo de radicales libres, que puede

guelatar hierro y cobre, y tener un efecto inhibidor sobre las enzimas que participan en la
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produccion de EROs (Baeeri et al., 2018), no logré6 mitigar de manera importante la
generacion de estas especies en el semen porcino refrigerado. Vinculado a esto, sus
tratamientos tampoco presentaron cambios considerables en A¥M, ni en VE, como si
sucedi6 en otro estudio, donde la Silibinina influyé de manera positiva, al ser utilizado como
tratamiento terapéutico ante la toxicidad de Sulfato de Niquel en espermatozoides de ratas
macho (Temamogullari et al., 2021).

Finalmente, se encuentra la Silimarina, compuesta por los flavonolignanos mencionados
anteriormente, ademas de otros que no se evaluaron en la presente investigacion. De esta
molécula se han realizado diversos estudios en espermatozoides con resultados de
proteccion muy interesantes, como el reportado en la conservacion de semen de carnero,
donde se logré6 compensar los dafios ocasionadas por arsenito de sodio y mejorar la
viabilidad y el A¥M con la adicion de Silimarina en células espermaticas (Eskandari &
Momeni, 2016).

No obstante, el comportamiento reportado en espermatozoides de carnero, fue diferente
al obtenido en la presente investigacion, donde suplementar con esta molécula exhibio
valores inferiores al control en VE y en A¥M a la hora 96 de refrigeracion, no obstante,
ambos resultados no presentaron diferencias significativas. Coincidiendo de esta manera
con otro estudio en el que la suplementacién con Silimarina no present6 diferencias en el
potencial de membrana mitocondrial, sin embargo, si disminuyd significativamente la
integridad estructural de membrana plasméatica en espermatozoides humanos tratados y

no tratados con Cloruro de Aluminio (Aghashahi et al., 2020).

En paralelo, los tratamientos 40 y 60 uM de Silimarina, lograron disminuir la produccion de
EROs, siendo superados en eficiencia de mitigacion solo por Silidianinay DMSO. Ademas,
estas dos concentraciones mostraron una cinética de produccion inferior al resto de
tratamientos a las 96 h de refrigeracion. Lo anterior se puede atribuir a la capacidad que
tiene la Silimarina para absorber y neutralizar las EROs (Roostaei-Ali Mehr & Parisoush,
2016), disminuir la actividad de enzimas mitocondriales productoras de especies reactivas
de oxigeno (Taleb et al., 2018) y estimular la acciéon de enzimas de defensa como la

Superoxido dismutasa y la Glutation peroxidasa (Wellington & Jarvis, 2001).

Siendo esto Gltimo un aspecto de gran importancia, que deberia ser evaluado en estudios

donde se suplementen antioxidantes, especialmente moléculas como la Silimarina,
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teniendo en cuenta su capacidad para potenciar enzimas antioxidantes, tal como lo reportd
Etemadi et al. (2022), en cuyo estudio, la Silimarina logré disminuir el Malondialdehido e
incrementar la SOD, la catalasa y la GPx en espermatozoides humanos con toxicidad por

Cadmio.

En definitiva, la Silimarina y sus componentes demuestran ser moléculas muy interesantes
para la conservacion de las células espermaticas porcinas, si se logra determinar y
suplementar la dosis adecuada, no obstante, los escasos estudios en ciertos
flavonolignanos y la falta de informacién en espermatozoides impiden de cierta manera
conocer a profundidad los efectos protectores y capacidades antioxidantes de estas

moléculas en diferentes campos investigativos.
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2.5. Conclusiones

La Silimarina y sus flavonolignanos pueden, segun su concentracion, reducir la
generacion de EROs, disminuir su cinética de produccién, incrementar la CAT y
modificar el A¥M del semen porcino refrigerado.

La Silidianina tiene la capacidad de mitigar la produccién de EROs en el semen
porcino refrigerado, exhibiendo una mayor capacidad reductora respecto a la

Silimarina y los demés flavonolignanos.

La Silicristina presenta un efecto dosis dependiente en el semen porcino
refrigerado, donde las concentraciones mas altas, tienen la capacidad de
incrementar la CAT del semen, pero paralelamente pueden disminuir la vitalidad y

el A¥M de los espermatozoides.

La Silimarina, segin su concentracion, puede disminuir la cinética de produccién

de EROs en el semen porcino sometido a refrigeracién durante largos periodos.

La Silimarinay sus componentes no exhiben efecto alguno sobre la LPO del semen

porcino refrigerado.
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Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

= La Silimarina y sus componentes tienen la capacidad de modificar y en muchos
casos mejorar, las caracteristicas de calidad espermatica del semen porcino
refrigerado, como son la movilidad y cinética espermética, el potencial de

membrana mitocondrial, la capacidad antioxidante total y la generacion de EROs.

*» La suplementacién del diluyente espermatico porcino con Silimarina y sus
componentes, puede proteger los espermatozoides porcinos de los dafios
generados durante la refrigeracion, siempre y cuando, estos sean adicionados en

las concentraciones apropiadas de cada molécula.
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Recomendaciones

Ante la falta de investigaciones donde se implemente la suplementaciéon de la
Silimarina y sus componentes en diluyentes espermaticos, y en vista de los buenos
resultados que se pueden obtener al adicionar la concentracion indicada de cada
flavonolignano, se recomienda realizar mas estudios con estos antioxidantes, no
solo en semen porcino, si no en espermatozoides de diferentes especies,
continuando asi, con el estudio de estas moléculas a nivel reproductivo, buscando

mejorar la conservacion de células espermaéticas y la eficiencia en la produccion.

Se recomienda realizar evaluaciones complementarias donde se pueda determinar
la actividad de las enzimas antioxidantes del semen y su posible interaccion con la
Silimarina y sus flavonolignanos. Ademas, se sugieren estudios donde se realicen
evaluaciones de adherencia a zona pellcida y fertilizacion in vitro que permitan
determinar el efecto de estos flavonolignanos sobre la capacidad fecundante de los

espermatozoides porcinos sometidos a refrigeracion.
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