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Effect of reduced glutathione (GSH) on boar sperm quality
under sub-humid tropic conditions

Abstract. The effect of reduced glutathione (GSH) on sperm quality of boars under tropic conditions was evaluated on
the 40 ejaculates from 4 boars (10 replicates per boar) Yorkshire / Landrace and Pietrain / Duroc (24 and 28 months of
age), were collected at 7 day intervals by the gloved hand technique. The ejaculate was diluted 1:10 with 2000 x10° (viable
sperm), I-Reduced Glutathione added to the diluent MIII®. Three groups were formed, control group without GSH
(0GSH) and two with GSH concentrations 1 mM (1GSH) and 2 mM (2GSH), total mobility, integrity of the plasma
membrane, osmotic resistance and acrosomal integrity initial and in the semen conserved at 17° C was evaluated at 0, 24,
48, 72 and 96 h. The plasma membrane integrity of boar sperm supplemented with 2GSH was 88.0% and 1GSH of
87.3%, different with respect 0GSH (P <0.05). In total mobility, in 2GSH and 1GSH was 58.9% and 56.9%, respectively,
showing differences (P<0.05) with respect to the 0GSH (52.0%). During the conservation petiod from 72 and to 96 h
of storage, total mobility showed a 14% decrease for 0GSH, while that in IGSH and 2GSH only a dectrease of 11 and
6% respectively, was obsetved. Plasma membrane integtity at 96 h was 87.52%, 85.40% and 80.65% for 2GSH, 1GSH
and OGSH, respectively (P<0.05). The variables osmotic tolerance and acrosomal integrity not show significant
differences (P>0.05) in between treatments during the time of conservation. The supplementation with GSH to the
dilution medium improvement the quality of spetmatozoa of boats maintined in tropical conditions consetrved at 17° C.

Keywords: GSH, conserved semen, boar

Resumen: El efecto del Glutatién reducido (GSH) sobre la calidad espermatica de verracos bajo condiciones de trépico
subhumedo, se evalué en 40 eyaculados de 4 vetracos (10 réplicas por verraco) Yorkshire/Landrace y Pietrain/Duroc
(24 y 28 meses de edad), colectados a intervalos de 7 dfas por la técnica de mano enguantada. El eyaculado fue diluido
1:10 con 2000 x10° (espermatozoides viables), se utiliz6 I.-Glutatién reducido adicionado al diluente MIIT®. Se formaron
los grupos, control sin GSH (OGHS) y dos con GSH a concentracién 1 Mm (1GSH) y 2 mM (2GSH), se evalu6 la
movilidad total, integridad de la membrana plasmatica, resistencia osmotica e integridad acrosomal en el semen
conservado a 17° C a las 0, 24, 48, 72 y 96 h. La integridad de membrana plasmatica de los espermatozoides en 2GSH
fue 88.0% y en 1GSH de 87.3%, diferentes con respecto a 0GSH (P<0.05). En la movilidad total, en 2GHS y IGHS fue
58.9% y 56.9%, respectivamente, mostrando diferencias (P<0.05) con respecto al O0GSH (52.0%), la integridad
acrosomal y la tolerancia osmética no mostraron diferencias entre tratamientos. Durante la conservacion, a partir de las
72 y hasta 96 h, la movilidad total mostré una disminucién del 14% para el grupo 0GSH, mientras que en 1GHS y
2GSH, fue de 11 y 6%, respectivamente. La integridad de membrana la plasmatica a las 96 h fue 87.52, 85.40% vy
80.65% para 2GSH, 1GSH y 0GSH, respectivamente (P<0.05). Las variables tolerancia osmotica e integridad acrosomal
no mostraron diferencias (P>0.05) entre tratamientos durante la conservacion. La suplementaciéon con GSH al medio de
dilucién mejora la calidad de espermatozoides de verracos mantenidos condiciones de trépico subhumedo conservados a
17° C.

Palabras clave: GSH, semen conservado, verraco
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Efeito da glutationa reduzida (GSH) na qualidade do esperma suino em condigdes tropicais subumidas

Resumo: O efeito da glutationa reduzida (GSH) na qualidade do esperma de cachacos foi avaliado em condigbes
tropicais subumidas. Foram utilizados 40 ejaculados de 4 javalis (10 réplicas por javali) das linhagens comerciais
Yorkshire/Landrace e Pietrain/Duroc entre 24 ¢ 28 meses de idade, coletados em intervalos de 7 dias pela técnica da
mao enluvada. O ejaculado foi diluido 1:10 com 2000 x106 (esperma viavel), L-Glutationa reduzida (GSH, Sigma-
Aldrich®) foi adicionada ao diluente de média duracio (MII®). Foram formados trés grupos, um grupo controle
sem GSH (0GHS) e dois tratamentos com GSH na concentracio de 1 Mm (1GSH) e 2 mM (2GSH), avaliaram-se
motilidade total, integridade da membrana plasmatica, resisténcia osmotica e integridade acrossomal inicial .em
sémen armazenado a 17°C nas horas 0, 24, 48, 72 e¢ 96 h. A integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides em 2GSH foi de 88,0% e em 1GSH de 87,3%, diferente em relagio a 0GSH (P<0,05). Na
mobilidade total, no 2GHS e IGHS foi de 58,9% e 56,9%, respectivamente, apresentando diferencas (P<0,05) com
relagio ao OGSH (52,0%), integridade acrossomal e tolerdncia osmotica ndo apresentaram diferengas entre os
tratamentos. Durante o armazenamento, de 72 e até 96 h, a mobilidade total apresentou queda de 14% para o grupo
0GSH, enquanto no 1GHS e 2GSH foi de 11 e 6%, respectivamente. A integridade da membrana plasmatica em 96
h foi de 87,52, 85,40% e 80,65% para 2GSH, 1GSH e OGSH, respectivamente (P<0,05). As variaveis tolerancia
osmotica e integridade acrossomica ndo apresentaram diferencas (P>0,05) entre os tratamentos durante a
conservacdo. A suplementacio com GSH ao meio de dilui¢io melhora a qualidade dos espermatozoides de cachagos
mantidos em condi¢Ses tropicais subimidas mantidas a 17°C.

Palavras-chave: GSH, sémen armazenado, cachaco

Introduccion

La actividad porcina en México posee una gran demanda  Las alteraciones producidas por el descenso

de carne y la autosuficiencia es de un 60%; actualmente el
consumo per capita es de 18 kg y crece a un ritmo
superior del 4%, por lo que cada afio se importa mas
carne de cerdo; el 86% de las importaciones provienen de
HEstados Unidos (SIAP, 2018). Por otra parte, hay un
importante  de
produccién a la exportacion, en el 2018 las exportaciones

aumento granjas que destinan su
superaron las 170 mil toneladas y el 90% de este volumen
se destind a Japon (Confederaciéon de Porcicultores
Mexicanos, 2018), por lo tanto, una de las grandes
oportunidades es mejorar la productividad de esta especie.
En los dltimos afios se tiene registro que la mayoria de las
granjas estan por debajo de los 25 lechones destetados por
cerda al afio INEGI, 2019).

La produccién porcina es intensiva y se basa en el manejo,
alimentacién, genética, sanidad y reproduccién; en cuanto
a este ultimo punto, mas del 90% de las hembras
reproductoras son inseminadas con semen fresco
consetvado a 17 °C y solo alrededor del 2% con semen
criopreservado (Villa ¢ al, 2008). La utilizacion de la
inseminacién artificial IA) con semen consetvado a 17 °C
se ha extendido por el desarrollo de diluyentes que
permiten la conservacién del semen con excelentes
resultados, pero su limitacién radica en la vida utl del
semen que varfa entre 2-4 dias (Trujillo ¢z a/., 2017).

Los procesos de refrigeracion producen alteraciones de
caracter fisico y quimico sobre las membranas de los
consecuencia la
reduccion de la viabilidad y movilidad celular, y, por lo
tanto, de su capacidad fecundante (Obando ez a/., 2012).

espermatozoides, teniendo como
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temperatura estin asociadas a estrés oxidativo, que se
genera por la accién de las especies reactivas de oxigeno
(ROS). Todas las células vivas producen bajo condiciones
aerébicas ROS, las cuales se originan principalmente de
funciones metabdlicas normales de la misma célula (Mata-
Campuzano ¢ al., 2012). Los ROS son radicales libres que
se forman cuando se rompe un enlace covalente entre
moléculas y un electréon queda con cada atomo recién
formado (Buonocore e al., 2010).

Las células espermaticas presentan en su estructura acidos
grasos poliinsaturados, especialmente la especie porcina
contiene un gran nimero de ellos, y debido a que los
lipidos de los espermatozoides son el sustrato principal de
los ROS, son los espermatozoides de esta especie
especialmente sensibles a la peroxidacion lipidica u
oxidacién; que durante la conservacion la vida util del
semen estd condicionada por la produccién de ROS,
debido a su vez al inevitable proceso del metabolismo de
los espermatozoides (Yeste, 2017). Bajo este contexto, se
hace necesaria la utilizacién de compuestos antioxidantes,
calidad
conservacién, y por tanto mejorar la capacidad fecundante
de los espermatozoides (Membrillo ez al., 2003; Hicks ez
al., 2000). El glutatién reducido (GSH) es un antioxidante
que ha demostrado tener efectos positivos como aditivo

para mejorar la espermatica  durante la

en el diluyente de consetvacion a 17 °C, asi como, en los
medios de criopreservacion (Estrada, 2014), actia como un
mecanismo de defensa contra la peroxidacién lipidica
causado por ROS y manteniendo la calidad espermatica
(Bucak ¢ al., 2010). Cérdova (2010) demostrd que el GSH
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adicionado al diluyente de consetvacién a 17 °C, mantuvo
de mejor manera las caracteristicas espermaticas durante
cinco dias de almacenamiento, en cuanto a movilidad
total, integridad de membrana y acrosoma integro.

El objetivo fue evaluar el efecto del Glutatién reducido
(GSH) sobre la calidad espermatica de verraco bajo
condiciones de trépico subhiimedo.

Materiales y Métodos

El estudio se realizé en el centro de transferencia genética
(CTG) y laboratorio de reproduccién porcina de la
Facultad de Medicina Vetetinaria y Zootecnia No. 1 de la
Universidad Auténoma de Guerrero; en la region Tierra
Caliente del Estado de Guerrero, que presenta clima de
trépico subhimedo, con temperatura minima y maxima de
34 y 40 °C, una precipitacién promedio de 600 mm
anuales y la humedad relativa entre 25% y 50% (INEGI,
2017).

Se utilizaron Verracos de lineas

Yorkshire/Landrace y Pietrain/Dutroc entre 24 y 28
2

cuatro

meses de edad, alojados en corrales individuales de 10 m
sin clima controlado y piso de concreto, recibieron 2 kg de
alimento comercial por dia (14% de PC y 3.1 Mcal de
energfa) y agua a libre acceso. Al momento del estudio los
analisis serologicos por ELISA y PCR determinaron un
estatus negativo al sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (PRRS).

Se utilizaron 40 eyaculados (10 réplicas por verraco), se
colectaron a intervalos de 7 dias por la técnica de mano
enguantada de acuerdo a la descrita por Trujillo e al
(2017) y se colectd la fraccion rica (100 mL). Se evaluaron
las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de cada
eyaculado, previo a su dilucién para determinar los valores
de referencia. El analisis macroscépico incluyo volumen y
temperatura del eyaculado El anélisis microscépico,
incluyo, movilidad total, concentracién espermatica,
viabilidad y morfologfa (Estrada ez al,, 2014).

Dilucion de eyaculados y adicion de GSH: El
eyaculado fue diluido  1:10 2000  x10°
(espermatozoides viables), se utilizé L-Glutation Reducido
(GSH C10H17N306, Sigma-Aldrich®) (1 y 2 mM)
adicionado al diluente comercial de media duracién
(MIII®). Los tubos se almacenaton a 16-17 °C y se
evaluaron las variables de estudio cada 24 h hasta las 96 h.
Integridad de Ia membrana plasmdtica (Viabilidad):
Se analizé mediante la sonda de inmunofluorescencia
SYBR-14/PI (LIVE/DEAD™ Sperm Viability Kit
(L7011), Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) bajo
microscopio de epifluorescencia, de acuerdo al protocolo
descrito por Gardner y Johnson (1995), se alicuoté 50 pL.
de cada tratamiento en 450 ul. de Fosfato Buffer Salino
1x (PBS P4417 Sigma-Aldrich®), se adicionaron 0.5 pL
del fluorocromo SYBR-14 (100 nM concentracion final) y
se incubaron en oscuridad a 38°C durante 10 minutos,

con

posteriormente, se adicionaron 2.5 pl. del fluorocromo
Toduro de Propidio (10 uM concentracién final) y se
incubaron en oscutidad a 38°C durante 5 minutos.

o920

Después 10 pl. de cada alicuota se depositaron en
portaobjetos, se observéd al microscopio con el objetivo
20x y el filo 1-DAPI/azul. Se
poblaciones espermaticas, en base a la coloracién, los

clasificaron dos

espermatozoides viables con membrana plasmatica intacta
se tifieron con fluorescencia verde, mientras que los
espermatozoides con membrana plasmatica dafiada
(muertos) tomaron una coloracién de roja. Se contaron
200 espermatozoides y se expres6 en porcentaje.

Ensayo dual de resistencia osmdtica (HOST) /
integridad acrosomal (Azul de coomassie): Se realizo
por medio de la metodologia adaptada por Schilling e al.
(1986). Se colocaron 50 uL. de semen en 400 uL. del medio
hipoténico HOST (150 mOsm), se incubaron a 37 °C
durante 30 minutos, se tomaron 10 pl. de la muestra y se
realizé frotis convencional, se fij6 con paraformaldehido al
4% por 15 minutos y se sumergié en una solucién azul de
Coomassie (0,22 %) por 3 minutos. El frotis se evalu en
microscopio éptico bajo el objetivo de inmersién (100x).
En la valoraciéon los espermatozoides con membrana
funcional buscan controlar su osmolaridad y al estar en un
medio hiposmoético reaccionaron enrollando el flagelo,
por lo que espermatozoides con flagelo enrollado, se
consideraron viables y funcionales. La tinciéon de azul de
Coomassie es una tinciéon con gran afinidad por las
proteinas, por lo cual las proteinas acrosomales toman una
coloracién muy intensa, favoreciendo la valoracién de la
integridad. Se contaron 200 células y el resultado se
expresé en porcentaje de espermatozoides con flagelo
enrollado (membrana funcional) e integridad acrosomal.
Movilidad total Se valoré de acuerdo a la técnica
descrita por Estrada e a/. (2014) en donde se alicuotaron
500 pL de cada tratamiento y se incubaron a 37 °C durante
15 minutos, se tomaron 10 pL y se depositaron en un
(ambos
atemperados a 37 °C), se observé bajo microscopio éptico

portaobjetos, se coloc6 un cubreobjetos
de luz convencional, el resultado se expres6 en porcentaje
de acuerdo a la movilidad total observada. Se realizé por
duplicado en cada tratamiento.

Analisis estadistico: Se utilizé un disefio factorial 3 x 5
(3 concentraciones de GSH: 0, 1 y 2 mM; 5 mediciones de
conservacion: 0, 24, 48, 72y 96 h); los datos obtenidos se
analizaron a través de mediciones repetidas de modelo de
efectos fijos y las diferencias entre tratamientos se
obtuvieron a través de medias de minimos cuadrados y
significancia de P < 0.05 (Littel ez a/, 1998). Los analisis
estadisticos se realizaron en el paquete estadistico JMP (v.

13).
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Resultados y Discusion

Los promedios por tratamiento obtenidos en la presente
investigacion indican que la suplementacion de GSH al
medio de dilucién mejoré  (P<0.05) los parametros
seminales durante la conservacion a 17 °C (Tabla 1),
principalmentela integridad de membrana plasmatica y la

movilidad total que fue menor en el grupo 0GSH, con
respecto a 1GSG y 2GSH. En el caso de las medias en la
integridad del acrosoma y tolerancia osmotica no se
significativas  (P>0.05)
tratamientos con GSH y sin adicién de GSH.

encontraron diferencias entre

Tabla 1. Efecto del uso de GSH sobte la calidad de semen de vetraco diluido conservado a 17 °C en el trépico

subhimedo durante las 96 h de conservacién.

Tratamiento Integridad de la Movilidad total Integridad Tolerancia osmoética
membrana (%) (%) acrosomal (%) (%)

Control 85.2 £ 0.6* 52.0 £ 1.6* 51.1 £1.52 54.7 £ 1.42

1 mM 87.3 £ 0.6° 56.9 £ 1.6° 499 £ 1.52 54.6 £ 1.42

2 mM 88.0 £ 0.6° 58.9 £ 1.6° 53,5+ 1.5% 54.8 + 1.42

Literales * en la misma columna indican diferencias (P<0.05).

En apoyo a lo anterior Vongpralub e al (20106),
recomienda la adicién de una dosis de 1 mM de GSH
como un componente alternativo del diluyente de semen
de verraco para mejorar la movilidad durante el
almacenamiento a 17 °C, estos autores observaron una
motilidad progresiva de 83.78+4.82 % a las 96 h de
evaluacion. En  contraste, resultados  fueron
inferiores a los reportados por Zhang et al. (2016), quienes
obtuvieron una movilidad total con 1 mM de GSH de

73.6% durante las 120 h de conservacién.

estos

En cuanto a la variable integridad de la membrana
plasmatica, estos resultados concuerdan parcialmente con
Li et al. (2016), quienes al probar cuatro concentraciones
de GSH (1, 5, 10 y 15 mM), obtuvieron mejores resultados
(P<0.05) con la adicién de 1 mM (66.81%) con respecto a
las concentraciones superiores (62.87%, 59.74% 'y
57.37%, respectivamente), asi como con el grupo sin GSH
(51.52%). Adicionalmente, observaron que el contenido
de radicales libres, principalmente el H,O, fue menor en
espermatozoides conservados con 1 mM. En este contexto,
Petruska e¢f al. (2014), documentan que el GSH al ser un
tripéptido de acido glutimico, cisteina y glicina desempefia
un papel importante en la defensa contra el estrés oxidativo
a nivel intracelular; por lo que la subunidad cisteina ofrece y
expone un grupo sulfhidrilo que neutraliza los radicales
libres directamente. También, observaron que altas
concentraciones de antioxidantes pueden destruir el
acrosoma y la integridad de la membrana plasmatica. Ante
esto, Peruma e a4l (2013) afirman que altas
concentraciones GSH a partir de 5 mM, el espermatozoide
no puede mantener sus funciones fisiolbgicas vitales; es
decir, altas cantidades de GSH en el diluyente pueden
dafar la funcién mitocondrial del espermatozoide.

En cuanto a la movilidad total durante el periodo de
conservacién; a las 24 h los tratamientos 0GSH y 1GSH
mostraron diferencias significativas (P<0.05), respecto al

o920

grupo 2GSH. A las 96 h de conservacién la movilidad total
manifestd una disminucién del 14% para el grupo control,
mientras tanto, los tratamientos con 1y 2 mM de GSH
tuvieron pérdidas del 11 y 6%, respectivamente (Tabla 2).
Estos resultados concuerdan con Vongpralub ef a/. (20106)
quienes obtuvieron mejores resultados de movilidad
durante un periodo de conservacion de 96 h con la
adicion de 1 mM de GSH (81.72%), con respecto al
control, 0.1 y 5 mM (74.33, y 78.94%, respectivamente).
Un comportamiento similar fue reportado por Li et 4l
(2017) quienes obtuvieron un descenso de la movilidad en el
semen de verraco a 17 °C, obteniendo 45.58% al cuarto
dia de consetrvacion, dichos autores, establecen una
relacién en base al descenso de la movilidad con el tiempo
efectivo de conservacién, considerando valores inferiores
al 50% como limite minimo. Por lo tanto, definieron que el
semen de verraco diluido y conservado a 17 °C tene un
periodo de supervivencia de 4 dias.

Bajo este contexto, la adicién de GSH prolonga el periodo
de supervivencia por al menos un dia mas, donde lo
convencional es mantenerlo por 72 h. Cabe mencionar
que el tempo de evaluacién en la presente investigacion
solo fue hasta las 96 h de conservacion (4 dias). Es decir,
que el efecto GSH positivo se pueda deber a la
compensaciéon en la produccion de ROS durante la
conservacion. Yeste ¢ al (2014) han sugerido que los
ROS afectan la movilidad de los espermatozoides a través
de un agotamiento de ATP, mediado por la inhibicién de
la fosforilacién y la glucdlisis oxidativa por peréxido de
hidrégeno (H,O,). Por su parte, Vyt e al (2008)
establecieron una asociacion entre la movilidad total y
eyaculado, donde,
observaron que el mantenimiento de la movilidad en el
0.14

progresiva con la fertilidad del

semen diluido se relaciona con el aumento de
lechones nacidos por camada.
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Tabla 2. Variables seminales en eyaculados de verraco diluidos conservados a 17 °C, adicionados con GSH.

Hora de Tratamientos

Variable conservacion 0GSH 1GSH 2GSH
0 56.95* 62.502 63.18*

24 52.842 54.882 61.70°

Movilidad Total 48 51.812 56.47% 57.952
72 53.182 57.952 53.292

96 42.842 51.81° 56.93b

0 87.542 88.522 89.472

24 86.312 88.042 88.222

Integridad de la membrana 48 84.312 87.18b 87.04b
72 87.132 86.972 87.47%

96 80.65* 85.40P 87.52¢

0 58.36 54.81 59.20

24 52.77 56.81 54.90

Tolerancia osmética (%o) 48 54.77 53.86 54.75
72 5291 53.18 50.86

96 54.57 54.07 54.50

0 51.52 49.65 55.40

Integridad acrosomal (%0) 2 o254 2329 2602
48 50.40 49.88 51.60

72 50.30 47.61 51.20

Literales " en filas indican diferencias (P<0.05).

Los hallazgos en el presente trabajo con respecto a la
integridad de la membrana plasmatica (Tabla 2), durante
el almacenamiento a 17 °C a las 0 y 24 h no mostraron
diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos;
fue a partir de las 48 h que los tratamientos con 1GSH y
2GSH comenzaron a comportarse de mejor manera al
mantener la integridad de la membrana espermatica del
espermatozoide (P<0.05) con respecto al control. Hasta
ese momento, el tratamiento control habia disminuido en
3% la poblacién de espermatozoides con membrana
plasmatica integra (espermatozoides vivos), seguido del
tratamiento con la adiciéon de 2 mM en 2%, finalmente el
tratamiento con 1 mM que disminuy6 un 1%.

A las 96 h de conservacién a 17 °C fue el tratamiento 2
GSH logré mantener un 87.52% de espermatozoides con
membrana integra, lo que resulto significativamente
(P<0.05) diferente con respecto a los grupos 0GSH vy
1GSH. Al respecto, Petruska ez a/. (2014) y Li et al. (2017)
reportaron que los espermatozoides conservan suficientes
enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, glutation
reductasa, catalasa, entre otras) para resistir el dafio
oxidativo durante los 3 primeros dfas; es entonces cuando
el GSH actta, a partir del disulfuro de glutatiéon que se
regenera/reducido por la enzima glutatién reductasa para
completar el ciclo, impidiendo el aumento de la formacion
de ROS que dafian la integridad de la membrana
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plasmatica. Estos resultados concuerdan parcialmente con
Zhang e al. (2016) quienes durante un periodo de
conservacion de 96 h con 1 mM de GSH afiadido al
diluyente de consetvacién a 17 °C obtuvieron mejores
porcentajes (P<0.05) de espermatozoides con membrana
plasmatica integra (57.73%) en relacién al semen que no
se afiadi6 GSH (40.32%)). Sin embargo, Vongpralub ez 4.
(2010), indican diferencias no significativas (P>0.05) en la
integridad de la membrana plasmatica con la adicién de
5mM GSH; sin embargo, estos autores atribuyen sus
resultados a las sondas de fluorescencia utilizadas (PI,
FITC-PNA y JC-1) asi como a la variacién de la
Cabe que la
integridad de la membrana plasmatica es uno de los

temperatura de incubacion. destacar
pardmetros evaluados con mayor frecuencia durante el
andlisis seminal de rutina, y su determinacién es atil para

capacidad

espermatozoide. En este contexto, Ariagno y Mormandi

predecit i vitro la fecundante  del
(2016) indicaron que la membrana plasmatica del

espermatozoide es esencial para algunas funciones
metabolicas tales como la capacitacion, interaccién con
células del utero, reaccion del acrosoma e interaccion con
la zona pelucida; por lo tanto, la pérdida de su integridad es
considerada como incompatible con la capacidad del
espermatozoide de fecundar un ovocito # wive. Por otro

lado, en las variables seminales de tolerancia osmética e
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integridad acrosomal de los espermatozoides de verraco
durante el petiodo de almacenamiento, no mostraron
diferencias significativas (P>0.05).

El hecho de no haber encontrado
tratamientos en el presente estudio, indica que durante el

diferencias entre

almacenamiento a 17 ° la funcionalidad bioquimica de la
membrana plasmatica no se vio afectada; cabe mencionar
que los tres grupos mantuvieron valores promedio de 55%
en el caso de la tolerancia osmética y del 50% para la
integridad acrosomal. Estos resultados concuerdan con
Schulze e al. (2017), quienes reportaron que durante la
conservacion a 17 °C no encontraron diferencias
significativas en cuanto a la integridad acrosomal en
espermatozoides de verraco.

En este contexto es importante destacar que, en
condiciones fisiologicas la fecundacién no ocurre si la
membrana

plasmatica del espermatozoide es

bioquimicamente alterada, aun cuando permanezca
estructuralmente intacta, por lo tanto, la prueba dual
HOST/azul de comassie es un indicador més preciso. Ante

esto, Yeste ¢z al. (2010) resaltan que el espermatozoide

Abrego Salgado ez al.

realiza mecanismos de adopcion y resistencia a los
repentinos cambios en la osmolaridad, involucrando
complejas vias metabdlicas; por ejemplo, los canales
ibnicos relacionados a ATPasa — dependientes de iones
Na+/K+;
bioquimicamente conlleva al choque osmético que afecta

que, en una membrana no funcional
la difusién de fosfolipidos en la bicapa de la membrana
espermatica.

Riesenbeck (2015) postula que realizar la diluciéon de
semen con alta calidad es crucial para el éxito en la
inseminacion artificial (IA), donde, ha observado que en
dosis de IA la integridad acrosomal se mantiene estable en
un méximo de 5 dias a 16-18 °C. Por su parte, Gonzélez-
Pefia e al. (2014) hacen referencia en la tasa de dilucion y
la eliminacién del plasma seminal que se asocian con la
reduccién de componentes de capacitacion espermatica; en
este contecxto, Henning ¢ al. (2015), establecen que
realizar la dilucién de semen de verraco con al menos 10%
de plasma seminal residual, desencadena un estado similar
a la capacitacion, que culmina en reacciones del acrosoma
prematuras y por consecuenciamuerte celular.

Conclusiones

La suplementacién con GSH en concentraciéon 1 o 2 mM
al medio de dilucién tiene efecto de mejora durante la
conservacion ala 17 °C de espermatozoide de verracos en
condiciones de topico subhimedo. Fl almacenamiento
del semen de 72 a 96 hotras a 17 °C suplementado con
GSH induce cambios positivos en la integridad

estructural de la membrana plasmatica (viabilidad) y
movilidad total. La adicion de GSH al medio de
conservacién a 17 °C es una alternativa para conservar la
fertilidad del semen de verraco en condiciones de trépico
subhimedo.
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