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INTRODUCCION

El éxito de la criopreservacion de espermatozoides depende enormemente de
la susceptibilidad de las células a las bajas temperaturas. Los espermatozoides de
la especie ovina son especialmente sensibles al dafo del frio, lo que se traduce en
una enorme pérdida de capacidad fertilizante (Hammerstedt y cols., 1990; Salamon
y Maxwell, 1995).

Ademas de dafios en la membrana, la criopreservacion induce la formacion
de especies oxigeno-reactivas que son perjudiciales para el espermatozoide
(O'Flaherty y col,, 1997). Asimismo, se ha confirmado gue los niveles de las
defensas antioxidantes disminuyen despues del proceso de
congelacion/descongelacion (Bilodeau y col., 2000).

El uso de diferentes aditivos en los diluyentes de criopreservacion trata de
reducir estos danos, existiendo un enorme numero de posibilidades para las
distintas especies. Los glicolipidos actian controlando la fluidez de la membrana,
protegiendo de esta forma de las transiciones de fase (Parks y Lynch, 1992). El
efecto protector de antioxidantes, como la vitamina E, frente a las especies oxigeno-
reactivas (ROS) se ha demostrado en la congelacion de espermatozoides humanos
(Sawetawan y col., 1993), bovinos (Beconi y col, 1993) y ovinos (Ollero y col,,
1996). Diversas proteinas, como lactalbumina y seroalbumina, por su capacidad de
unirse a diferentes lipidos, poseen un efecto crioprotector (Ollero y cols., 1996).

El objetivo de este trabajo es comprobar el efecto de diferentes aditivos sobre
varios parametros de calidad seminal y sobre varias enzimas del metabolismo
oxidativo espermatico, durante el proceso de congelacion de espermatozoides
QVvInos.

MATERIAL Y METODOS

El diluyente utilizado se prepar6 a partir de leche descremada en polvo, a
una concentracion del 11% (p/v) en agua miliQ estéril. La fraccion 1 se preparo
anadiendo 5% de yema de huevo (v/v) y antibioticos (45.000 Ul de penicilinay 0,4 g
de estreptomicina/100 ml) a la leche reconstituida. Para preparar la fraccion 2 se
anadieron a la leche la misma cantidad de yema de huevo y de antibidticos, pero
ademas 14% de glicerol (v/v) y galactosa 224 mM.

La rampa de descenso de la temperatura fue de 0,4°C/min, hasta los 5°C. La
fraccion 2 del diluyente se anadié a lo largo del procesc de equilibrado posterior.
Tras el empajuelado se almacenaron en un contenedor con nitrogeno liquido a
-196°C. Las muestras se descongelaron en un bafio de agua a 60°C durante 4
segundos, y se procesaron seguidamente.

Los aditivos empleados fueron: vitamina E (1mM), acido oleico-linoleico
(25uM), a-Lactalbumina (11uM), B-Lactoglobutina (11uM), y proteinas del plasma
seminal ovino (PPSO) (7 mg/ml). En cada experimento se congelaba una muestra
control, con el diluyente sin ningun aditivo.
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El plasma seminal se obtuvo mediante el protocolo de Ollero y cols. (1997).
El filtrado obtenido se guardo hasta su uso a —20°C. Para obtener las proteinas
seminales el filtrado descongelado se centrifugd a 3300 xg a 4°C en
microconcentradores Microsep de 3 kDa de corte segun Ollero y cols (1993). La
concentracion de las proteinas se determind mediante el método de Bradford
(1976).

La motilidad individual progresiva y el test de endésmosis (HOSt) se
evaluaron en microscopio de contraste de fases, empleandose para la motilidad una
platina de 37°C. La viabilidad espermatica se determindé mediante la tincion de
fluorescencia con diacetato de carboxiflucresceina y ioduro de propidio (Harrison y

Vickers, 1990).
El extracto enzimatico se realizé mediante extraccion con Tritébn X-100 al 1%
(v/v), analizandose la actividad de: GPx (glutatién peroxidasa), GRD (glutation
reductasa) y SOD (superoéxido dismutasa). Las mezclas de reaccion utilizadas fueron:
GPx.- 300 mM fosfato pH=7.2, 0.5 mM EDTA, 54 mU GRD, 85 mM NADPH +

H* 2 mM GSH y 1.2 mM t-BuOzH (1.2 mM).
GRD.- 300 mM fosfato pH=7.2, 0.5 mM EDTA, 0.6 mM GSSG, y 85 mM

NADPH + H*.
SOD .- 46 mM fosfato pH=7.8), 70 mM Xantina, 30 mM XTT y 0.15 mU Xantina

oxidasa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los mayores valores de incremento respecto al control de los parametros de
calidad estudiados se obtuvieron con las proteinas del plasma seminal ovino. La a-
Lactalbumina es la proteina que incrementa en menor medida los distintos
parametros, posiblemente porque ya esta presente en el propio diluyente. Las
diferencias entre el resto de aditivos son menores, destacando unicamente una
marcada mejora en el porcentaje de motilidad progresiva con &acido oleico-linolieco

(Figura 1).
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Figura 1.- Porcentaje de mejora en los distintos parametros de calidad espermatica
respecto a la muestra control. [J a-Lactalbumina, (-1 Vitamina E, [ B-Lactogiobulina,
& acido oleico-linolieco, M PPSO.
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En base a estos resultados, se ha comenzado a realizar la congelacion
combinando las proteinas del plasma seminal ovino con el resto de aditivos, con el
objeto de aumentar los parametros de calidad post-descongelacion. Se ha realizado
un estudio paralelo de varios enzimas del metabolismo oxidativo del
espermatozoide. Se ha observado que durante el proceso de refrigeracion
disminuye la actividad de la GPx y de la SOD, enzimas que eliminan las ROS, y
desaparece totalmente la actividad de la GRD, enzima que aporta el poder reductor
necesario para la acciéon de la GPx.
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