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INTRODUCCION

Los procesos de refrigeracién y congelaciéon producen una alteracién fisica y quimica
de las membranas espermaticas que tienen como consecuencia la reduccion de la
viabilidad celular y de su capacidad fecundante. Las alteraciones producidas por la
reduccién de la temperatura estan asociadas con el denominado estrés oxidativo,
que esta inducido por la generacion de agentes oxidantes (ROS). La consecuencia
final es la peroxidacion de los lipidos y una alteracion grave de la funcionalidad
espermatica. EI semen representa un complejo sistema redox que combina el
potencial antioxidante del plasma seminal y de los espermatozoides con el potencial
pro-oxidante del espermatozoide a través de la generacion de ROS. El sistema
defensivo antioxidante incluye una actividad enzimatica (superdxido dismutasa,
glutation reductasa, glutation peroxidasa y catalasa), asi como la presencia de
diversas sustancias con actividad antioxidadante (glutation reducido (GSH), urato,
acido ascorbico, Vitamina E, taurina, hipotaurina, carotenoides y ubiquinonas).

El glutation (L-g-glutamil-L-cisteinilglicina) es un tri-péptido distribuido en todas las
células del organismo y juega un papel decisivo en el mecanismo de defensa
intracelular frente el estrés oxidativo. La enzima glutation peroxidasa usa GSH como
agente pare reducir el peroxido de hidrégeno hasta agua y el lipoperéxido hasta
alquil-alcohol. Por otro lado, la forma oxidada del glutation (GSSG) se reduce hasta
GSH mediante la enzima glutation reductasa usando NADPH como cofactor.

El objetivo de este trabajo es revisar y mostrar de forma conjunta las experiencias
desarrolladas por nuestro grupo para evaluar la cantidad de GSH presente en la
célula espermatica porcina, estudiar como se altera como consecuencia de los
procesos de congelacion y descongelacion, y por ultimo las posibilidades que puede
aportar la adicion de GSH a los medios de congelacion y descongelacion para
mejorar la viabilidad y funcionalidad espermatica. Parte de los resultados han sido
publicado previamente (Gadea et al., 2004 y 2005)

MATERIAL Y METODOS
Congelacion espermatica

Las muestras seminales obtenidas de verracos de fertilidad probada fueron
congeladas en un medio con lactosa y yema de huevo. El semen fue envasado en
pajuelas de 0.5 ml con una concentracion final de 1 x 10° espermatozoides/ml, 3%
de glicerol y 0.5% de Orvus et Paste. El proceso de descongelacion se realizo
mediante inmersion en un bafio de agua circulante a 50°C durante 12 segundos y
posterior dilucién en BTS a 37°C.



Medicion del contenido de GSH intracelular

El contenido en glutation fue determinado mediante un sistema fotométrico, en el
que el glutation es oxidado por DTNB y entonces reducido por la glutation reductasa
usando NADPH como donante de protones. El producto final de la reaccién se
detecta mediante cambios en la absorbancia a 412 nm.

Analisis de la funcionalidad espermatica

Se ha utilizado una amplia bateria de técnicas de analisis seminal entre las que se
incluyen: motilidad (microscopica y mediante CASA), viabilidad (eosina-nigrosina,
carboxifluoresceina/yoduro de propidio), actividad mitocondrial (R123), estado del
acrosoma, induccion de la reaccién acrosémica con progesterona y ionoforo de
calcio, técnicas de penetracion de ovocitos in vitro (IVP) y citometria de flujo
(capacitacion: M540/Yo-pro1; alteraciones de grupos thioles: 5-IAF, generacion de
ROS y grado de condensacion cromatinica).

Experiencias:

1. Evaluacion del contenido intracelular de GSH y variaciones durante el
proceso de refrigeracion y congelacion.

2. Efecto de la adicién de GSH al medio de congelacion

3. Efecto de la adicién de GSH al medio de descongelacién

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacion del contenido intracelular de GSH y variaciones durante el proceso de
refrigeracion y congelacion.

El contenido de GSH en espermatozoides porcinos fue determinado en 44
eyaculados de 27 diferentes verracos. El valor medio fue de 3.84 +0.21 nM GSH/10°
espermatozoides, mostrandose diferencias significativas entre los verracos (P <
0.001; rango 1.05-6.16 nM GSH/10® cells). El proceso de congelacién provocéd una
reduccion significativa del contenido de GSH (4.99 +0.23 para semen fresco, 3.36 +
0.34 para semen congelado), asociado a una disminucion significativa de la calidad
seminal.

2. Efecto de la adicién de GSH al medio de congelacion sobre la funcionalidad
espermatica.

Durante la fase de refrigeracion (hasta 5 °C), previa a la congelacién propiamente
dicha, la adicion de 1 y 5§ mM GSH no tuvo efecto alguno sobre los parametros
seminales (IVP, motilidad, viabilidad (DCF), actividad mitocondrial), proteinas de
membrana y acrosomas). Sin embargo, al estudiar la fase de congelacion, la adicion
de GSH mejoré la motilidad (microscopica y CASA), la integridad de membrana y la
funcionalidad de la misma (mayor porcentaje de espermatozoides no capacitados y
menor alteracion de las proteinas de membrana).

3. Efecto de la adicién de GSH al medio de descongelacion sobre la funcionalidad
espermatica



La adicion de GSH al medio de descongelacion aunque no tuvo efecto alguno sobre
los parametros seminales rutinarios, incremento las tasas de penetracidon de ovocitos
madurados in vitro y la tasa de formacién de pronucleos masculinos. En un segundo
experimento, con mayor numero de animales se confirmé estos resultados (mayor
capacidad de penetracion) asi como mejoraba la viabilidad y funcionalidad de las
membranas del espermatozoide (menor grado de desestabilizacién de membrana).
Igualmente los espermatozoides tratados presentaban una menor compactacion de
su cromatina y la produccion de agentes oxidantes fue significativamente reducida.

Estos resultados preliminares en el estudio del sistema antioxidante del
espermatozoide nos permite alcanzar algunas conclusiones. 1. La congelacion
produce un descenso del contenido de GSH. 2. Se presentan grandes diferencias
entre machos tanto para los contenidos de GSH como en el porcentaje de reduccion
durante el proceso de congelacion. 3. La adicion de GSH al medio de congelacion
favorece la funcionalidad de membrana, de manera dosis dependiente y altamente
influenciado por el efecto macho. 4. La adicién de GSH al medio de descongelacion
favorece la funcionalidad espermatica y la capacidad de penetracién y formacién del
pronucleo masculino. Sin embargo, es necesario estudiar con mayor profundidad las
alteraciones que se producen en el sistema antioxidante (enzimatico y no
enzimatico) y en los procesos pro-oxidativos de generacion ROS durante el proceso
de congelacién espermatica.

Esta actividad protectora del GSH demostrada en la especie porcina esta siendo
evaluada en nuestros laboratorios en la actualidad en la especie humana (Molla et
al. 2004; Selles et al. 2004) y en la especie bovina (Gumbao et al., datos no
publicados). Igualmente se esta evaluando la funcion de otros agentes antioxidantes
presentes en la célula espermatica (Ducci et al., 2005).
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