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INTRODUCCION

La inseminacion artificial, como un método generalizado de reproduccién en la
especie ovina, no puede aportar todo su potencial sin la utilizacion de semen
congelado. Sin embargo, la criopreservacién en ovino, no ha alcanzado un
desarrollo adecuado todavia y es necesaria la disponibilidad de métodos eficaces de
congelacién. La criopreservaciébn ejerce un fuerte estrés oxidativo sobre las
membranas del espermatozoide, lo que podria ser uno de los factores responsables
de la baja capacidad fecundante de las dosis seminales ovinas congeladas. Este
efecto deletéreo se podria atribuir, parcialmente, a una pérdida de la actividad de las
enzimas responsables de la defensa antioxidante que estan presentes en el
espermatozoide ovino. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue conocer la
actividad y distribucion sobre la membrana espermatica de Superéxido dismutasa
(SOD), Glutation peroxidasa (GPx) y Glutation reductasa (GRD), asi como la posible
pérdida y/o modificaciéon de las mismas asociada al manejo y a la criopreservacion
de los espermatozoides.

MATERIAL Y METODOS

Se utiliz6 semen ovino obtenido a partir de moruecos de raza Rasa Aragonesa
pertenecientes a ANGRA, realizandose extracciones semanales, con periodos de
abstinencia de dos o tres dias.

El diluyente utilizado se afiadié en dos fracciones. La fraccion 1 se prepard
afadiendo 5% de yema de huevo (v/v) y antibiticos (I45.000 Ul de Penicilinay 0.4 g
de Estreptomicina/100 ml) a la leche. Para preparar la fraccién 2 se afiadieron a la
leche la misma cantidad de yema de huevo y de antibiéticos, y 14% de glicerol (v/v)
K galactosa 224mM. La rampa de descenso de la temperatura fue de 0.4°C/min,

asta los 5°C. La fraccién 2 se afiadi6 a lo largo del proceso de equilibrado posterior.
Tras el empajuelado se almacenaron en nitrégeno liquido a —196°C. Las muestras
se desconfge aron en un bafo a 37°C durante 30s y se procesaron. El aditivo
estudiado fue: proteinas del plasma seminal ovino (7 mg/ml) junto con vitamina E
acetato (1mM) y una mezcla comercial de los acidos grasos oleico y linoleico (25
uM). En cada experimento se congelaba una muestra control, con el diluyente sin
ningun aditivo.

La extraccién y el estudio de la actividad enzimatica se realizé segun el método
descrito por Marti, J.I. y cols. [1].

La inmunodeteccion de las enzimas sobre la superficie espermatica se hizo
mediante inmunofluorescencia indirecta [2]. Las células se fijaron con formaldehido
tras lo que se bloquearon con BSA las posibles regiones de unién inespecifica. A
continuacién se incubaron con el anticuerpo primario y con el anticuerpo secundario
marcado con fluorescencia, consecutivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente la capacidad protectora y antioxidante esta en Ia propia célula y en el
Plasma seminal, de modo que en todos los casos, la actividad de las muestras
‘frescas” que contenian aditivos fue mayor debido a que se afadieron proteinas del
plasma seminal ovino (PPS) entre las que se encuentran las enzimas estudiadas.

La actividad de la GRD [fig.1A] disminuy6 con la refrigeracion y se mantuvo con la
congelacion. El descenso de actividad fue mayor que en la muestra control. Esto
podria deberse a que hay una mayor proteccién con los aditivos y, por tanto, la
extracciébn es menor, es decir, hay un dafio menor de la membrana plasmatica
cuando se utilizan los aditivos. En las imagenes de inmunodeteccion observamos
gue la muestra control refrigerada presenté un patrén de marcaje [fig.1B] similar al

e la muestra fresca mostrando la fluorescencia distribuida en el flagelo, sin
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embargo, las muestras congeladas presentaron fundamentaimente dos tipos de
marcaje: unos con la region postacrosomal y otros con toda la superficie levemente
marcada. En las muestras frescas, que tienen aditivos, parte de los espermatozoides
presentaban marcaje en toda la superficie, algunos con la region postacrosémica y
el flagelo marcados y otros que Unicamente tenian fluorescencia en el flagelo. Las
muestras refrigeradas y congeladas, sin embargo, mostraron una distribucién de la
fluorescencia por toda la superficie de modo que los aditivos, podrian estar
ejerciendo un efecto protector que evitara en parte el dafio por frio de la membrana.

(A) (B)
018
3% o014
£ § 0,12
N E 0,10
g 0081
$E 0%
2 E el .\I—\.
S E o002
= 000 . ;

Fresco Refrigerado  Congelado

—a— Control —— PPS+vitE-oHin

Figura 1: A) Actividad enzimatica de GRD durante la criopreservacién. B) Modelo de
distribucién de GRD en la superficie espermatica mediante microscopia confocal.

La actividad de la enzima GPx [fig.2A] no se modifica sustancialmente por la
criopreservacion. Sin embargo, puesto que la GRD aporta el sustrato requerido por
la GPx para eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS), y ésta se mantiene mejor
cuando se utilizan aditivos en el medio de congelacion, la GPx se beneficia de forma
indirecta de la presencia de los mismos. Los resultados obtenidos mediante
inmunodeteccién [fig.2B] coinciden con la actividad constante a lo largo de la
congelacion ya que se obtienen resultados similares en las muestras control y en las
que tienen aditivos. En todos los casos las poblaciones mas abundantes
corresponden a un marcaje de la regiébn postacrosémica de algunos
espermatozoides y de toda la superficie en otros.
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Fl%ura 2: A) Actividad enzimatica de GPx durante la criopreservacion. B) Modelo de
distribucion de GPx en la superficie espermatica mediante microscopia confocal.

En el caso de la SOD [fig.3A], el incremento obtenido en semen refrigerado podria
ser debido a que aumenta la cantidad de enzima que se puede extraer de la célula
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por el dafio provocado por la refrigeracion. Tras la congelacién se produce una
disminucién de la actividad de la enzima lo que podria deberse a dos cosas: a que la
enzima se desnaturaliza, de modo que aunque se extraiga mas hay parte inactiva, o
a que la enzima se pierde a lo largo del proceso.

Los resultados obtenidos con el estudio paralelo de la inmunodeteccion [fig.3B]
indicarian que la enzima sigue estando presente en la superficie espermatica tras el
proceso de criopreservacion, por tanto, no hay pérdida de la misma [2] sino
inactivaciéon con la temperatura. Mientras en las muestras control hay una pequefa
redistribucidon de la enzima sobre la superficie de los espermatozoides durante la
refrigeracion y un cambio profundo de dominios mediante la congelacién, en las
muestras con aditivos no hay una variacion apreciable de subpoblaciones a lo largo
del proceso, indicando que los aditivos empleados contribuyen a la estabilizacion de
los dominios de membrana, al menos para esta enzima.
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Figura 3: A) Actividad enzimética de SOD durante la criopreservaciéon. B) Modeio de
distribucién de SOD en la superficie espermatica mediante microscopia confocal.

Los datos, por tanto, parecen indicar que en la transiciéon de fase que se produce
durante el enfriamiento [3], hay una redistribucién de todas las enzimas en la
membrana del espermatozoide, sin embargo, la presencia de aditivos protegeria en
cierta medida al espermatozoide del ataque de las ROS.

La microscopia confocal nos permitié ver ademas que todas las enzimas estaban
presentes también en el interior de la célula. Nuestros resultado coinciden con los de
Kinnula y cols. (1995) [4] que demostraron la existencia de GRD en el citoplasma y
en la mitocondria de las células ademas de existir una fracciébn extracelular. Esta
enzima colocaliza con la GPx ya que son enzimas complementarias [5, 6, 7.

Por ultimo encontramos tres isoenzimas de la SOD distribuidas en: citoplasma y
nucleo [8, 9], matriz mitocondrial [9] y una parte extracelular [9, 10]
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