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RESUMEN: La criopreservación produce estrés oxidativo que altera la calidad del semen equino. Diferentes 
antioxidantes se han adicionado al semen refrigerado, congelado o posdescongelado; sin embargo, en muchos 
casos han tenido resultados limitados e incluso efectos deletéreos. En años recientes, se han reportado resultados 
prometedores de antioxidantes poco convencionales. Esta investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de la 
quercetina, la L-ergotioneina y la pentoxifilina en la conservación de la calidad posdescongelación del semen equino. 
Se criopreservó el semen de cinco caballos (Equus caballus) mediante un protocolo convencional de congelación. 
Se evaluó la posdescongelación,  la producción e inhibición de especies reactivas de oxígeno (ERO) por el método 
H2DCFDA y se definieron las concentraciones de suplementación del semen para la L-ergotioneina de 150 µM, la 
quercetina de 150 µM y la pentoxifilina de 3,0 mM. A las 0, 6, 12 y 24 horas se evaluaron la movilidad y la cinética 
espermáticas  por el sistema SCA®, la vitalidad y actividad mitocondrial mediante las sondas SYBR14/IP y JC-1, la 
integridad de membrana por la prueba hipoosmótica (HOS) y la peroxidación lipídica por la metodología TBARS. Se 
realizaron análisis de regresión y ajuste de modelos lineales generalizados (GLM). La máxima inhibición de ERO fue 
de73%, 20% y 37% para la quercetina, la L-ergotioneina y la pentoxifilina, respectivamente. La movilidad progresiva 
(MP), la velocidad curvilínea (VCL) y la velocidad media (VAP) fueron superiores a las seis horas para la L-ergotioneina 
y la quercetina; así como la VCL a las 12 horas para la L-ergotioneina (p<0,05). Se concluye que la L-ergotioneina 
y la quercetina tienen un efecto posdescongelación favorable sobre la MP, la VCL y la VAP del semen equino.
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Effect of quercetin, L-ergothioneine and pentoxifylline in post-thaw stallion semen

ABSTRACT: Cryopreservation produces an oxidative stress that alters the stallion semen quality. Different 
antioxidants have been added to cooled, frozen or post-thawed semen, but in many cases, they have had limited results 
and even deleterious effects. In recent years, promising results on conventional antioxidants have been reported. 
This research is aim at evaluating the effect of quercetin, L-ergothioneine and pentoxifylline in the post-thaw quality 
conservation of stallion semen. The semen from five horses (Equus caballus) was cryopreserved by a conventional 
freezing protocol. Post-thaw and reactive oxygen species (ROS) production and inhibition were assessed by H2DCFDA 
assay; and concentrations of semen supplementation were defined for L-ergothioneine 150 µM, quercetin 150 µM and 
pentoxifylline 3,0 mM. At 0, 6, 12 and 24 hours, sperm motility and kinetics were assessed by SCA® system; vitality and 
mitochondrial activity by SYBR14 / IP and JC-1 probes; membrane integrity by hypoosmotic swelling test (HOS) and 
lipid peroxidation by TBARS assay. The regression analysis and adjustment of the generalized linear models (GLM)
were performed. ROS maximum inhibition was 73%, 20% and 37% for quercetin, L-ergothioneine and pentoxifylline, 
respectively. The progressive motility (PM), curvilinear velocity (VCL) and average path velocity (APV) were higher 
at 6 hours for L-ergothioneine and quercetin, as well as VCL at 12 hours for L-ergothioneine (p<0,05). It is concluded 
that L-ergothioneine and quercetin have a favorable post-thaw effect on PM, VCL and APV of stallion semen.
Key words: antioxidants, cryopreservation, spermatozoa, fertility.
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INTRODUCCIÓN

El almacenamiento a largo plazo de los 
espermatozoides es útil para llevar a cabo la 
inseminación artificial, cuando la ovulación se considera 
inminente (1). Sin embargo, en la criopreservación 
del semen las especies reactivas de oxígeno (ERO) 
pueden ser responsables de causar daño a las 
membranas de los espermatozoides y causar la 
fragmentación de su ADN, entre otros factores que 
influyen en su fertilidad (2). Con el fin de mejorar la 
tolerancia del semen equino a la congelación, se ha 
realizado la adición de plasma seminal, enzimas y 
moléculas con propiedades antioxidantes (3, 4,5). Sin 
embargo, la necesidad de conservar la viabilidad de 
los espermatozoides después de la descongelación, 
para su uso en reproducción asistida, ha llevado a la 
adición de antioxidantes también en esta etapa (6,7).

Entre la amplia variedad de antioxidantes utilizados 
para la criopreservación de semen equino, la 
quercetina, la L-ergotioneina y la pentoxifilina podrían 
considerarse entre los antioxidantes no convencionales 
más promisorios. La quercetina reduce la peroxidación 
lipídica de los espermatozoides equinos durante la 
congelación y evita su capacitación prematura antes 
de la inseminación artificial (8). Se conoce que mejora 
la movilidad y la habilidad de unión a la zona pelúcida 
de los espermatozoides equinos congelados, además 
de ser útil para la reducción de la fragmentación del 
ADN en el semen sexado (9). La L-ergotioneina ha 
demostrado su capacidad antioxidante y citoprotectora 
contra una amplia gama de factores estresantes 
celulares (10). En semen de carnero, se ha reportado 
la capacidad de la L-ergotioneina para reducir la 
peroxidación lipídica e incrementar la capacidad 
antioxidante del semen (11,12); mientras, su adición 
en el diluyente de congelación para el semen 
equino ha permitido mejorar la calidad espermática 
posdescongelación (13). La pentoxifilina es un 
activador de la movilidad espermática por su efecto 
inhibidor de la fosfodiesterasa y en su función como 
antioxidante inhibe la generación de anión superóxido; 
sin embargo, puede causar bloqueo meiótico de 
los ovocitos (14). En una investigación reciente se 
encontró que la pentoxifilina mejora la movilidad y la 
longevidad del semen equino posdescongelado (6). 

Esta investigación tuvo como objetivos evaluar 
el efecto de la suplementación del diluyente de 
congelación con quercetina, L-ergotioneina y 
pentoxifilina sobre la movilidad, la cinética, la vitalidad, 
la actividad mitocondrial y la integridad de la membrana 
plasmática de espermatozoides equinos congelados-
descongelados; así como determinar su efecto sobre 

el nivel de peroxidación lipídica posdescongelación 
del semen.

MATERIALES Y MÉTODOS

Colecta y evaluación de semen fresco

Se usaron cinco caballos criollos colombianos 
(Equus caballus), ubicados en el Valle del Aburrá 
(Antioquia, Colombia), para la colecta de 15 
eyaculados, mediante el método de la vagina artificial. 
Los animales tenían entre cuatro y ocho años de 
edad, todos en un régimen de mínimo una colecta 
semanal, con fertilidad comprobada por crías nacidas 
vivas y con una condición corporal de 6 a 7 (escala 
1-9). El semen colectado se diluyó en proporción 
1:1 en un diluyente (Equiplus®, Minitube, Alemania) 
a 37ºC y luego se transportó en un dispositivo de 
refrigeración (Equitainer®, Hamilton Research Inc., 
USA). Se evaluó la concentración espermática 
mediante espectrofotometría (Spermacue®, Minitube, 
Alemania) y la movilidad por microscopía de contraste 
de fase (Eclipse E200, Nikon Inc., Japón). Solo se 
procesaron los eyaculados con mínimo 100 x 106 
espermatozoides/ml y 60% de movilidad total.

Criopreservación de semen

La criopreservación del semen se realizó 
mediante un protocolo modificado de congelación 
(15). El semen se centrifugó a 1200 g por 12 minutos 
(Mikro 220R, Hettich, Alemania) y el precipitado 
se resuspendió hasta una concentración final 
de 100 x 106 espermatozoides/mL, en diluyente 
EquiPlus®(Minitube, Alemania) suplementado con 5% 
de N,N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich, USA) y 5% 
de yema de huevo centrifugada. La yema de huevo se 
preparó mediante la dilución en proporción de 3:1 en 
agua ultra pura y luego se centrifugó a 1600 g durante 
100 minutos (Mikro 220R, Hettich, Alemania) (16).El 
semen diluido se mantuvo en refrigeración a 5°C por 
30 minutos y luego se empacó en pajillas para 0,5 
mL (MRS1 Dual V2, IMV Technologies, Francia). Las 
pajillas se sometieron a vapores de nitrógeno líquido 
por 15 minutos y se almacenaron en un tanque para 
nitrógeno líquido.

Suplementación antioxidante posdescongelación

Con el fin de definir la concentración de cada 
antioxidante a ser suplementada en el semen 
descongelado, y considerando estudios previos (6, 
9, 13), se evaluaron la cinética y la capacidad de 
inhibición de la producción total de ERO de diferentes 
concentraciones de L-ergotioneina (50, 100, 150, 
200 y 250 µM), de quercetina (50, 100, 150, 200 y 
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250 µM) y de pentoxifilina (2,0, 2,5, 3,0, 3,5, y 4,0 
mM) (Sigma-Aldrich, USA). La evaluación de la 
producción de ERO se realizó por la metodología de 
la 2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA) 
(17). Cada muestra se preparó con 30 μl de semen, 
240 μl de solución tampón (pH 7,4) y 30 μl de una 
solución 40 mM de H2DCFDA (Intervet International 
BV, Holanda). Se emplearon condiciones controladas 
(37°C, pH 7,4) y como referencia el antioxidante 
Trolox® (Merck, Alemania). Las lecturas se realizaron 
por triplicado cada 60 segundos, durante 80 minutos, 
utilizando un espectrofluorímetro LS 55 (Perkin 
Elmer, USA). Se calcularon los porcentajes de 
inhibición de la producción total de ERO (%INH), de 
acuerdo a la expresión: %INH= (ms - mc / mc) x 100, 
donde ms es la pendiente de cada concentración y mc 
es la pendiente del control (sin antioxidante) (18).

Posteriormente, grupos de ocho pajillas de semen 
(4,0 ml) se descongelaron en agua a 37°C por un 
minuto y se depositaron en un tubo graduado. El 
semen descongelado se dividió en cuatro alícuotas de 
1,0 ml, de las cuales tres se suplementaron de forma 
separada con 150 µM de L-ergotioneina, 150 µM de 
quercetina o 3,0 mM de pentoxifilina (Sigma-Aldrich, 
USA). La cuarta alícuota no recibió suplementación 
antioxidante (tratamiento control). Para la evaluación 
seminal, las muestras se mantuvieron en un dispositivo 
de refrigeración a 5°C (Equitainer, Hamilton Research 
Inc., USA) a las 0, 6, 12 y 24 horas de almacenamiento. 

Evaluación del semen suplementado

Movilidad y cinética espermática. Se evaluaron 
mediante el sistema Sperm Class Analizer (SCA®, 
Microptic S.L, España) (19). Se utilizó un microscopio 
de contraste de fase (Eclipse E200, Nikon, Inc, Japón) 
con cámara digital (Scout SCA780, Basler, USA). 
Se evaluaron los parámetros: movilidad total (MT), 
movilidad progresiva (MP), velocidad rectilínea (VSL), 
velocidad curvilínea (VCL) y velocidad media (VAP).

Vitalidad espermática (VE). Se evaluó utilizando 
la sonda Live/Dead (Molecular Probes Inc, USA) 
(20). Se suspendieron 200 µl de la muestra 
espermática en solución Hanks Heppes (HH) con 
1% de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich, 
USA), para una concentración aproximada de 20 x 
106 espermatozoides/ml. Luego, la mezcla se incubó 
a 37°C por ocho minutos, con 6,0 mM de SYBR14. 
Seguidamente, se incubó de la misma manera, con 
0,48 mM de yoduro de propidio. Posterior a esto, y a 
partir de una muestra de 5,0 µl, se realizó el conteo de 
200 espermatozoides, mediante un filtro UV-2A en un 
microscopio E200 con fluorescencia HBO (NikonInc, 
Japón).

Integridad de la membrana plasmática (IM). Se 
evaluó mediante la prueba hipoosmótica (HOS) (21). 
Se tomaron 100 μl de semen y se adicionaron a un 
tubo con 500 μl de una solución hipoosmótica de 
sacarosa 5,4% (100 mOsmol/l). Esta mezcla se incubó 
a 38,5ºC por 30 minutos y luego se evaluó, mediante 
microscopia de contraste de fase (Eclipse E200, Nikon, 
Inc), la reacción de 200 espermatozoides.

Potencial de membrana mitocondrial (PMM).
Se realizó mediante la sonda JC-1 (Molecular Probes, 
USA) de acuerdo con un protocolo previamente 
descrito por Love et al. (22). El semen diluido a 
una concentración de 20x106 espermatozoides/ml 
se incubó con 2,0 mM de JC-1 en dimetilsulfóxido 
(DMSO), durante 8 minutos a 37°C. Las lecturas 
se realizaron mediante un microscopio E200 con 
fluorescencia HBO (Nikon Inc., Mellville, USA). A 
partir de 200 espermatozoides evaluados, se calculó 
la proporción de espermatozoides con patrones de 
fluorescencia roja, correspondientes a altos niveles de 
potencial de membrana mitocondrial.

Peroxidación lipídica (PL). Se evaluó a las 0 y 
24 horas posteriores a la suplementación antioxidante, 
por la metodología modificada de las sustancias 
reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) (23). 
Muestras de 50 µl de semen se incubaron por una 
hora a 37°C y luego se enfriaron en agua con hielo 
durante 10 minutos. Posteriormente, se adicionaron 
40 μl de ácido tricloroacético (TCA, Sigma-Aldrich, 
USA) al 15% y 80 μl de ácido tiobarbitúrico al 0,67% 
(TBA, Sigma-Aldrich, USA). La mezcla se agitó e 
incubó por 20 minutos a 90°C y luego se enfrió en 
agua con hielo durante 10 minutos. Se adicionaron 
300 μl de butanol (Sigma-Aldrich, USA) y luego se 
agitó cada muestra por inversión durante un minuto. 
Finalmente, se tomaron 300 μl de la capa superior 
de la muestra, los cuales se sirvieron en una placa 
multipozo. El complejo fluorescente formado se midió 
en un espectrofluorímetro LS 55 (Perkin Elmer, USA).

Análisis estadístico

Se realizó un diseño completamente al azar. 
Con el fin de evaluar el efecto de la concentración 
de cada antioxidante sobre la producción de ERO, 
se ajustó un modelo lineal generalizado (GLM) de 
medidas repetidas en el tiempo, donde se incluyó el 
efecto de la concentración y del tiempo de medición. 
Mediante un análisis de regresión lineal múltiple, 
se determinó la velocidad de producción de ERO 
(β1) para las diferentes concentraciones evaluadas 
de cada antioxidante. Para evaluar el efecto de los 
tratamientos sobre la calidad seminal se realizó el 
ajuste de modelos lineales generalizados (GLM) para 
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cada variable. En cada modelo se incluyeron el efecto 
fijo del tratamiento y el efecto anidado del eyaculado 
dentro del equino. Se evaluó la normalidad de los 
datos por la prueba de Shapiro-Wilk. La comparación 
de las medias se realizó mediante la prueba de Tukey. 
Todos los análisis se realizaron mediante el programa 
SAS 9,2 (SAS Inst. Inc., USA).

RESULTADOS

Los modelos estadísticos para la evaluación de 
la producción de ERO del semen descongelado en 
presencia de los antioxidantes se explicaron en una 
alta proporción por los efectos incluidos (R2 > 0,80). Se 
encontraron coeficientes de variación para la producción 
de ERO de 27,4%, 10,1% y 11,5% para la quercetina, 
la L-ergotioneina y la pentoxifilina, respectivamente. En 
todos los modelos fueron significativos los efectos del 
tiempo y del tratamiento (p<0,05). Los resultados de la 
producción promedio de ERO del semen descongelado 
y suplementado con las diferentes concentraciones de 
antioxidantes se presentan en las Figuras 1, 2 y 3. Se 
hallaron valores máximos de inhibición de la producción 
total de ERO del 73% para quercetina (250 µM), del 
20% para L-ergotioneina (150 µM) y del 37% para 
pentoxifilina (4 mM).

FIGURA 1. Producción de ERO de semen descongelado 
suplementado con quercetina./ ROS production of thawed 
semen supplemented with quercetin.
Los resultados se expresan en unidades relativas de 
fluorescencia (URF) y se presentan como media (columnas) 
y desviación estándar (barras superiores). Letras diferentes 
indican diferencia estadística (p<0,05). Se presenta entre 
paréntesis el porcentaje de inhibición de la producción total 
de ERO (%INH).

FIGURA 2. Producción de ERO de semen descongelado 
suplementado con L-ergotioneina./ROS production of 
thawed semen supplemented with L-ergotionein.
Los resultados se expresan en unidades relativas de 
fluorescencia (URF) y se presentan como media (columnas) 
y desviación estándar (barras superiores). Letras diferentes 
indican diferencia estadística (p<0,05). Se presenta entre 
paréntesis el porcentaje de inhibición de la producción total 
de ERO (%INH).

FIGURA 3. Producción de ERO del semen descongelado 
suplementado con pentoxifilina./ ROS production of thawed 
semen supplemented with pentoxifylline.
Los resultados se expresan en unidades relativas de 
fluorescencia (URF) y se presentan como media (columnas) 
y desviación estándar (barras superiores). Letras diferentes 
indican diferencia estadística (p<0,05). Se presenta entre 
paréntesis el porcentaje de inhibición de la producción total 
de ERO (%INH).



Rev. Salud Anim. Vol. 38 No. 3 (sep.-dic. 2016): 154-163

158

Los resultados del análisis de regresión para la 
producción de ERO por antioxidante se presentan en 
la Tabla 1. La variabilidad encontrada en velocidad 
de producción de ERO (β1) para cada antioxidante y 
concentración evaluada fue baja (CV< 20%). Todos 
los modelos de regresión fueron explicados en una 
muy alta proporción por los efectos incluidos (R2> 
0,90). Para la quercetina y la pentoxifilina se observó 
una tendencia de reducción de la velocidad de 
producción de ERO (β1), a medida que se incrementó 
la concentración utilizada. Para la L-ergotioneina se 
encontró un incremento en la velocidad de producción 
de ERO (β1), para las concentraciones superiores a 50 
µM; en todos los casos resultaron inferiores respecto 
al semen no suplementado (0µM).

Tomando en consideración los resultados de 
producción promedio de ERO, el porcentaje de 
inhibición de la producción total de ERO (%INH)(Figs. 
1, 2, 3) y la velocidad de producción de ERO con cada 
antioxidante (Tabla 1), se definieron las concentraciones 
de suplementación antioxidante posdescongelación 
de la siguiente manera: L-ergotioneina 150 µM, 
quercetina 150 µM y pentoxifilina 3 mM. Los resultados 
de la evaluación de la movilidad y cinética espermática 
entre los tratamientos de suplementación antioxidante 
del semen, a las 0, 6, 12 y 24 horas posdescongelación, 
se presentan en la Tabla 2.

Para las variables asociadas con la integridad y la 
funcionalidad de la membrana plasmática (VE e IM), 

así como con la actividad mitocondrial (PMM), no se 
encontraron diferencias estadísticas (p>0,05) entre 
el control y los tratamientos con antioxidantes en los 
tiempos de evaluación (0, 6, 12 y 24 horas) (Fig. 4). Se 
observó una tendencia de reducción de estos mismos 
parámetros con el avance del tiempo de refrigeración. 
De otro lado, tampoco se observaron diferencias 
estadísticas (p>0,05) en los niveles de peroxidación 
lipídica del semen suplementado con antioxidantes 
a las 0 y 24 horas de refrigeración; sin embargo, se 
observó un promedio de PL menor a las 24 horas para 
los tratamientos con antioxidantes respecto al control, 
así como mayores valores de PL a las 24 horas, 
respecto a las 0 horas, para todos los tratamientos 
(Fig. 5).

DISCUSIÓN

En las células espermáticas el estrés oxidativo 
promueve daños estructurales, cambios en la 
fluidez de la membrana y alteración de la actividad 
enzimática, lo cual se ve reflejado en la reducción de 
su movilidad, viabilidad y capacidad fecundante (11).
En un esfuerzo por mitigar tales alteraciones, durante 
la criopreservación del semen equino se han evaluado 
diversos suplementos con propiedades antioxidantes 
(5, 24).

Sin embargo, se conoce que la acumulación en el 
semen de subproductos metabólicos, como ERO y 
aldehídos lipídicos citotóxicos, comienza antes de la 

TABLA 1. Coeficientes de regresión para la producción de ERO del semen por tratamiento./ Regression coefficients for 
ROS production of semen  per treatment.

Antioxidante µM β0 (intercepto) β1  (tiempo)* CV R2

Quercetina

0 8,3 0,0312 5,6 0,98
50 10,0 0,0120 9,1 0,95
100 12,0 0,0099 7,5 0,96
150 11,0 0,0096 7,3 0,96
200 11,2 0,0087 7,9 0,95
250 12,7 0,0085 7,7 0,95

L-ergotioneina

0 -14,4 0,0591 7,2 0,98
50 0,2 0,0476 7,4 0,98
100 -9,8 0,0489 9,7 0,97
150 -4,5 0,0499 10,0 0,97
200 0,3 0,0533 8,8 0,97
250 -14,8 0,0543 10,7 0,97

Pentoxifilina

0 8,3 0,0312 5,6 0,98
2000 6,7 0,0259 8,0 0,97
2500 0,9 0,0269 9,6 0,97
3000 4,5 0,0225 8,9 0,97
3500 6,1 0,0212 7,8 0,97
4000 5,3 0,0202 9,1 0,97

β 1: Velocidad de producción de ERO (URF/minuto). R2: Coeficiente de determinación del modelo de regresión. 
*Coeficientes significativos con p<0,0001.
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TABLA 2. Movilidad y cinética del semen por tratamiento./ Sperm mobility and kinetics  per treatment.

Tiempo Tratamiento MT MP VSL VCL VAP

0

Control 62,8±12,0a 41,6±13,1bc 38,6±10,0ab 90,7±13,6a 59,8±13,4b

L-ergotioneina 67,9±13,2a 46,5±11,7a 45,6±7,2a 96,9±14,1a 66,2±10,1a

Pentoxifilina 64,5±8,5a 39,6±7,6c 37,0±2,7b 92,6±15,2a 53,4±5,6c

Quercetina 66,8±12,2a 45,2±12,0ab 38,3±16,1ab 97,7±16,4a 63,9±14,4ab

6

Control 68,6±10,4a 36,1±8,14b 33,1±7,6ab 81,8±8,9b 52,4±12,4b

L-ergotioneina 71,0±13,9a 40,7±12,7a 34,5±7,2ab 86,7±11,5a 55,7±11,4a

Pentoxifilina 66,3±13,8a 38,6±13,5ab 32,7±6,3b 80,3±10,9b 47,5±9,8c

Quercetina 68,2±15,2a 40,2±14,2a 35,5±8,2a 87,7±13,4a 56,2±12,0a

12

Control 54,3±8,2a 31,1±8,9a 36,1±9,0a 84,4±6,8b 55,3±9,2ab

L-ergotioneina 58,9±12,5a 34,3±10,2a 35,0±8,9ab 91,1±10,8a 58,5±9,1a

Pentoxifilina 58,0±9,9a 33,6±10,1a 31,6±9,1b 85,0±13,4b 50,5±11,1c

Quercetina 58,7±19,1a 33,4±15,8a 32,1±10,5b 85,7±14,4ab 53,4±14,4bc

24

Control 51,6±16,2ab 31,2±11,8a 32,9±7,1a 90,3±18,7a 50,7±12,4a

L-ergotioneina 54,6±5,1a 32,1±8,6a 30,4±6,2ab 87,5±11,5ab 49,6±8,1a

Pentoxifilina 47,1±14,0b 26,2±9,6b 25,8±6,0c 80,9±13,1c 41,3±7,7c

Quercetina 53,5±14,5ab 31,6±11,2a 29,3±6,6b 85,9±11,1b 45,2±8,4b

Los resultados se presentan como media ± desviación estándar. Para cada tiempo de evaluación, letras diferentes indican 
diferencia estadística significativa (p<0,05). MT: movilidad total (%), MP: movilidad progresiva (%). VSL: velocidad lineal 
(µm/seg.). VCL: velocidad curvilínea (µm/seg.). VAP: velocidad media (µm/seg.).

Leyenda: VE: vitalidad espermática (%). IM: integridad de la membrana plasmática (%). PMM: Potencial de membrana 
mitocondrial (%).

FIGURA 4. Vitalidad, integridad de membrana y potencial de membrana mitocondrial del semen por tratamiento. / Vitality, 
membrane integrity and mitocondrial membrane potential of semen per treatment.
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congelación (1) y se incrementa durante el periodo 
posdescongelación, a causa de la presencia de una 
mayor cantidad de células apoptóticas, las cuales 
son conocidas por su alta capacidad de generación 
de ERO (25, 26). De manera que los esfuerzos 
para la reducción del estrés oxidativo en el periodo 
posdescongelación cobran importancia, más aún 
cuando se requiere semen viable y funcional para 
la inseminación artificial con semen criopreservado, 
técnica que se ha establecido por su importante 
papel para el uso de sementales superiores en los 
programas de cría (27).

En esta investigación se observó que la adición 
posdescongelación de quercetina, L-ergotioneina 
y pentoxifilina produjo en diferentes magnitudes, 
según la concentración empleada, una reducción de 
la producción de ERO en el semen equino. Lo cual 
corrobora la actividad antioxidante atribuida a estas 
moléculas y que se fundamenta para la quercetina en 
su capacidad para suprimir la formación de superóxido, 
quelatos de hierro e inhibir la formación de radicales 
peroxi-lípidos (28); así como para la L-ergotioneina, 
en su capacidad para neutralizar radicales hidroxilo y 
peroxilo (29, 30) y para la pentoxifilina, en su capacidad 
de inhibir la generación de anión superóxido (14).

La quercetina y la pentoxifilina produjeron una 
reducción creciente de la producción de ERO, con 
el incremento de la concentración de antioxidante 
empleada (Tablas 1 y 2), con lo cual podría esperarse, 
incluso, una mayor reducción de ERO con el uso de 
concentraciones superiores a las evaluadas. Estos 
resultados son concordantes con lo observado por 

Yildiz et al. (12), quienes reportaron el incremento 
de la capacidad antioxidante del semen de carnero 
por efecto de la L-ergotioneina. De otro lado, la 
L-ergotioneina presentó una menor reducción de la 
producción ERO para las mayores concentraciones 
evaluadas. 

Sin embargo, en todos los casos se halló una 
reducción de la producción promedio de ERO y 
capacidad de inhibición de la producción total de ERO 
(%INH) respecto a las muestras no suplementadas 
(Fig. 1, 2 y 3), así como una reducción de la velocidad 
de producción de ERO (Tabla 1). De acuerdo con Irwin 
y Halliweil (10) y tal como se observó en este estudio, 
la L-ergotioneina ha demostrado tener una amplia 
capacidad antioxidante.

La evaluación de los diferentes parámetros 
seminales posdescongelación mostró un descenso de 
la movilidad y cinética espermática en el tiempo (Tabla 
2). Para la MT no se encontraron diferencias entre los 
tratamientos a las 0, 6 y 12 horas posdescongelación 
(p>0,05), mientras que a las 24 horas los resultados 
para la pentoxifilina fueron inferiores respecto a 
los demás tratamientos (p<0,05). Para la MP se 
encontraron mejores resultados por efecto de la 
L-ergotioneina respecto al control, a las 0 y 6 horas 
posdescongelación (p<0,05); sin embargo, la 
quercetina, bajo las mismas condiciones, presentó a 
las 6 horas una MP superior al control (p<0,05). Los 
resultados de otros investigadores han demostrado un 
efecto favorable de la L-ergotioneina y la quercetina 
sobre la movilidad del semen equino cuando se 
suplementa durante la congelación (9, 13). Para el 
caso de la L-ergotioneina, este efecto se ha atribuido 
a su capacidad de proteger los espermatozoides de 
sustancias químicas oxidadas y peroxidadas (31). Sin 
embargo, en periodos superiores de exposición (12 y 
24 horas), no se observó un efecto benéfico de los 
antioxidantes empleados (p>0,05).

A pesar que la pentoxifilina se ha descrito como 
un activador de la movilidad espermática, debido a su 
acción de inhibición de la fosfodiesterasa del grupo 
de las metilxantinas (14), en esta investigación no se 
observó dicho efecto, por el contrario, se encontró 
una MP inferior a las 24 horas posdescongelación 
(p<0,05). Es probable que, debido a los tiempos en 
que se evaluó la movilidad (0, 6, 12 y 24 horas), no 
se haya evidenciado un incremento en este parámetro 
por efecto de la pentoxifilina, pero sí el posible 
agotamiento temprano de las reservas energéticas 
necesarias para la movilidad espermática. Stephens et 
al. (6) observaron un efecto positivo sobre la movilidad 
total y progresiva por la adición posdescongelación 
de pentoxifilina, en semen equino previamente 

Los resultados se presentan como media (columnas) y 
desviación estándar (barras superiores).

FIGURA 5. Peroxidación lipídica del semen por 
tratamiento./ Lipid peroxidation of semen  per treatment.
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congelado. Sin embargo, en dicho estudio el periodo 
de evaluación, después de la adición de la molécula, 
comprendió los 0, 10, 20 y 30 minutos y cada 30 
minutos hasta la reducción al 10% de la MT, lo cual 
sucedió a los 150 minutos aproximadamente. En 
la presente investigación, a las 6, 12 y 24 horas 
posdescongelación, el semen suplementado con la 
pentoxifilina aún alcanzaba valores de MT del 66,3%, 
58,0% y 47,1%, respectivamente (Tabla 2).

En el análisis de la cinética espermática se 
observó, para la L-ergotioneina, un valor de VAP 
superior a las 0 a 6 horas posdescongelación respecto 
al control (p<0,05); así como un efecto equivalente 
por la quercetinaa las 6 horas posdescongelación 
(Tabla 2). De igual forma, para la VCL se encontraron 
medias superiores para quercetina y L-ergotioneina, a 
las 6 horas y las 6 y 12 horas de posdescongelación, 
respectivamente (p<0,05). Coyan et al. (32) reportaron 
que la suplementación de los diluyentes para semen 
de carnero con diferentes concentraciones de 
L-ergotioneina produce un incremento en los valores 
de VSL, VCL y VAP. En la presente investigación, 
la suplementación con pentoxifilina produjo una 
reducción en la cinética espermática a las 24 horas 
posdescongelación (p<0,05) (Tabla 3).

Para la integridad estructural (VE) y funcional (IM) 
de la membrana plasmática se observó una baja 
reducción después de las 24 horas de almacenamiento 
posdescongelación. De igual forma, el potencial de 
membrana mitocondrial sufrió una disminución máxima 
cercana al 10% en este mismo periodo (Figura 2). 
De acuerdo a lo anterior, podrían considerarse como 
menores los niveles de alteración espermática en el 
periodo de almacenamiento en refrigeración, razón 
por la cual los antioxidantes suplementados podrían 
haber carecido de un evidente efecto protector para 
los mencionados parámetros respecto al tratamiento 
control (p>0,05). Investigadores reportan que la 
mitocondria y la membrana plasmática se consideran 
como blancos potenciales de la crioinjuria (25, 26).

De acuerdo con Moazamian et al. (33), una de 
las características clave de los espermatozoides 
oxidativamente estresados es la inducción de un 
proceso de peroxidación lipídica, que resulta en la 
formación de aldehídos potencialmente capaces de 
interrumpir la función de los espermatozoides. Acorde 
con lo anterior, en esta investigación se observó un 
incremento de la peroxidación lipídica después de 
las 24 horas posdescongelación (Figura 3), que 
coincidió con la reducción de la mayoría de los 
parámetros espermáticos. Esto podría atribuirse a la 
suma del estrés oxidativo producto de la congelación 
y el posterior almacenamiento en refrigeración de 

los espermatozoides. Sin embargo, en estos casos 
la adición de los antioxidantes no produjo diferencia 
estadística en los niveles de peroxidación lipídica 
respecto al control sin antioxidante a las 0 y 24 horas 
(p<0,05). Otros investigadores reportan la reducción 
en la peroxidación de semen equino por la adición de 
quercetina (8) que, para el caso de esta investigación, 
presentó los menores valores promedio de PL entre 
todos los tratamientos (Figura 3). Se ha reportado, en 
semen de carnero, la capacidad de la L-ergotioneina 
para reducir la peroxidación lipídica (11, 12).

Se concluye que la L-ergotioneina y la quercetina 
tienen un efecto favorable sobre la movilidad progresiva, 
la velocidad curvilínea y la velocidad media del semen 
equino cuando ambas moléculas son suplementadas 
posdescongelación. Dicho efecto se extiende entre las 
6 y 12 horas posdescongelación en condiciones de 
almacenamiento en refrigeración. Bajo estas mismas 
condiciones, la pentoxifilina produce una reducción 
en la movilidad progresiva y la cinética espermática 
después de 24 horas posdescongelación. 
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