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Resumen

Los espermatozoides, en el tracto reproductor de la hembra, experimentan cambios que se
conocen como capacitacion espermatica, requisito para poder fecundar el ovocito; estos
cambios estdn regulados por el sistema redox. Por otro lado, algunas tecnologias de
reproduccion asistida requieren la capacitacién en condiciones in vitro y ha sido necesario el
uso de antioxidantes, lo que puede modificar las condiciones de Oxido-reduccion del sistema.
Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de GSH como agente antioxidante durante la capacitacion de
espermatozoides de cerdo, evaluando la compartimentacién del calcio, la fosforilacion de
tirosinas (Tyr-P), movilidad y viabilidad, integridad acrosomal, penetracién, monospermia y
eficiencia de la fecundacion in vitro (FIV), asi como el desarrollo embrionario, division, didmetro
de los blastocistos y numero de células. Se hicieron cuatro grupos experimentales con
diferentes concentraciones de GSH (0, 0.5, 1 y 5 mM). Cuando se afiadi6 1 mM de GSH al
medio, los espermatozoides capacitados (compartimentacion del calcio) aumentaron después
de 4 h; la localizacion de Tyr-P se modific6 a 1 h y 4 h de incubacion, dependiendo de la
concentracion de GSH. La movilidad espermética total y progresiva también aumentaron a las
4 h de incubacion, pero solo en el grupo de 5 mM de GSH; la viabilidad, la integridad acrosomal
y la Tyr-P, determinada por Western blot, no difieren entre los grupos experimentales. La adicién
de GSH durante la interaccién de gametos aumenté las tasas de penetracién, monospermia y
eficiencia en el grupo de 1 mM de GSH en comparaciéon con los demas. Sin embargo, el efecto
de GSH no se observé en las tasas de division y el desarrollo a estadio de blastocisto en
comparacion con el control. En conclusién, el GSH modula la capacidad de los espermatozoides
en funcién de su concentracion y mejora la produccién de FIV en 1 mM de GSH durante la

interaccion de gametos.

Palabras clave: Cerdos, ERO, estado redox, reproduccion, produccién animal,



Abstract

Sperm in the female's reproductive tract undergo changes known as sperm capacitation, a
requirement to fertilize the oocyte; the redox system regulates these changes. On the other
hand, some assisted reproductive technologies to require capacitation in vitro conditions; and
the use of antioxidants has been necessary, which can modify the oxide-reduction conditions of
the system. For this reason, the objective of the present study was to evaluate the effect of
different concentrations of GSH as an antioxidant agent during the capacitation of boar sperm,
evaluating calcium compartmentalization, tyrosine phosphorylation (Tyr-P); motility and viability;
acrosomal integrity; penetration, monospermous and efficiency of in vitro fertilization (IVF), as
well as embryonic development, division, the diameter of the blastocyst and number of cells.
Four experimental groups were done with different concentrations of GSH (0, 0.5, 1, and 5 mM).
When 1 mM GSH was added to the medium, the capacitation sperm (calcium
compartmentalization) increased after 4 h; Tyr-P's localization was modified at 1 h and 4 h of
incubation, depending on the concentration of GSH. Total and progressive sperm motility also
increased at 4 h of incubation, but only in the 5 mM GSH group; the viability, the acrosome
integrity, and the Tyr-P, determined by Western blot, did not differ between the experimental
groups. The addition of GSH during gamete interaction increased penetration rates,
monospermous, and efficiency in the 1 mM GSH group compared to the others. However, the
effect of GSH was not observed on cleavage and blastocyst rates compared to the control. In
conclusion, GSH modulates the capacity of sperm as a function of its concentration and

enhances the production of IVF by 1 mM GSH during gamete interaction.

Keywords: Animal production, redox state, reproduction, ROS, pigs.
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Lista de figuras y tabla

Figura 1. Transito del espermatozoide por el tracto reproductor femenino. A) Después de
la eyaculacioén, una poblacion heterogénea de espermatozoides alcanza el tracto reproductivo
femenino. B) SOlo unos cuantos espermatozoides logran alcanzar el oviducto. C) Solo el
espermatozoide capacitado correctamente puede fecundar al ovocito. Espermatozoide muerto
(gris), dafado (rojo), normal (azul), hiperactivado (verde-azul) y capacitado (verde) (Lopez-

Ubeda y Matas, 2015).

Figura 2. Serie de acontecimientos que suceden durante la capacitacion espermatica. La
albumina remueve el colesterol de la membrana de los espermatozoides, lo anterior puede
activar directamente los canales CatSper. La activacion del cotransportador NBC (posiblemente
activado por Ca2+ externo) aumenta los niveles de HCOS3- activando a la sAC produciendo
cAMP. Lo anterior activa el intercambiador de Na/H sNHE y junto con la activacién del canal de
protones (HV) (por eliminacién de Zn2+) aumentaria el pHi, de esta manera también se activan
los canales CatSper y SLO3. El aumento general de Ca2+ favorece la glucdlisis y la actividad
del axonema, resultando en la hiperactivacién. También existen otras maneras de movilizar
Ca2+ como: PMCA4, SPCAL y canales [receptor IP3 (IP3R), receptor de rianodina (RyR)].
También, el aumento de AMPc activa la PKA, favoreciendo la fosforilacion de tirosina (Darszon

et al., 2011).

Figura 3. A) estructura de aminodacidos del glutation reducido (GSH). ElI GSH esta
constituido por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. B) glutation oxidado (GSSG). El
GSSG esta compuesto por dos moléculas de glutatién unidas por un puente disulfuro formado

por las cisteinas (Martinez-Samano et al., 2011).

Figura 4. Sintesis de Glutation (GSH-Glutatiéon reducido). La enzima y-glutamil-cisteina
utiliza glutamato y cisteina para formar el y-glutamilcisteina, finalmente, la glicina en una

reaccion catalizada por la enzima glutation sintetasa, forma GSH. GCLC=Glutamato Cisteina



Ligasa sub-unidad catalitica, GCLM=Glutamato Cisteina Ligasa sub-unidad reguladora (Lu,

2013).

Figura 5. Metabolismo del GSH, interaccidn enzimatica y no enziméatica para su formacion.
El producto final de la oxidacién del GSH es GSH oxidado (GSSG) regenerado por la GR
(glutatién reductasa) esta transfiere electrones del NADPH al GSSG, reduciéndose a NADP+.
El GSH extracelular y los conjugados S-glutation son sustratos para la enzima y-glutamil
transpeptidasa (y-GT) formando productos que seran hidrolizados, separando de esta manera

a los aminoacidos para sintesis de novo de GSH (Martinez-Sadmano et al., 2011).

Figura 6. Capacitacion espermatica evaluada mediante la técnica de compartimentacion
del calcio (CTC). Los espermatozoides se incubaron en condiciones capacitantes durante 1y 4
h en presencia de diferentes concentraciones de GSH (control 0, 0,5, 1 y 5 mM). a) Imagenes
representativas de la compartimentacion del calcio en los espermatozoides: (i)
espermatozoides no capacitados: fluorescencia sobre toda la cabeza del espermatozoide y
parte media del flagelo; (ii) espermatozoides capacitados: fluorescencia en el segmento
ecuatorial y parte media del flagelo, pero sin fluorescencia en la region post-acrosomal de la
cabeza. Barra de escala a 10 um. b) Efecto de concentraciones crecientes de GSH sobre la
capacitacion espermatica a 1 y 4 h. Letras diferentes (a, A, B, C) indican diferencias
significativas entre tratamientos de un mismo tiempo (p <0.05) (n = 17). Los datos se expresan

como media = SEM.

Figura 7. Inmunolocalizacién de Tyr-P en espermatozoides capacitados después de
incubarlos en condiciones capacitantes con diferentes concentraciones de GSH. a) Patrones
de Tyr-P en los espermatozoides: Patrén 1 (nivel bajo de Tyr-P), espermatozoides sin
fluorescencia o solo en el acrosoma o solo en el flagelo, o ambos (acrosoma y flagelo); Patrén
2 (nivel medio de Tyr-P), fluorescencia en el segmento sub-ecuatorial sin tincion en el area del

acrosoma y con o sin presencia de fluorescencia en el flagelo; Patron 3 (alto nivel de Tyr-P),



espermatozoides con fluorescencia en el segmento sub-ecuatorial y acrosoma, con 0 sin
fluorescencia en el flagelo. (i -iv) Imagenes de espermatozoides con diferentes patrones Tyr-P:
(i) Patrones 1y 3; (ii) Patron 2; (iii-iv) Patrén 3. Barra de escala a 10 um. b) y c) Niveles de Tyr-
P en espermatozoides de cerdo a 1 y 4 h de incubacién en medio TALP, respectivamente.
Letras diferentes (a, b, ¢, d) indican diferencias estadisticas entre grupos experimentales en el

mismo tipo de patrén (p <0.05) (n = 6). Datos expresados como media £ SEM.

Figura 8. Efecto del GSH durante la capacitacion espermética y su efecto sobre la Tyr-P
analizada por inmunodeteccion en membrana; a) y ¢) Western blot representativos de Tyr-P en
espermatozoides capacitados a 1 y 4 h, respectivamente, utilizando diferentes concentraciones
de GSH. Se us6 B-tubulina como control de carga. Los recuadros rojos indican Tyr-P analizado
en las bandas p32 y p18. Los gréficos b) y d) indican el nUmero relativo de sefial sobre la Tyr-
P en p32 y pl18, cuantificadas por el programa ImageQuant TL v. 8.1 (GE Healthcare, Life

Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido) (n = 4). Datos expresados como media = SEM.

Figura 9. Evaluacion de la integridad acrosomal (a) y viabilidad (b) de los espermatozoides
después de la incubacién en condiciones capacitantes (1 y 4 h) con diferentes concentraciones
de GSH. La integridad acrosomal del espermatozoide (n = 4) y la viabilidad (n = 6) se evaluaron
mediante PNA-FITC y yoduro de propidio respectivamente, bajo microscopia de fluorescencia.

Datos expresados como media = SEM.

Figura 10.  Efecto del GSH durante la interaccion de gametos. a) Imagenes representativas
para la evaluaciéon de la FIV: (i) ovocito no penetrado (metafase Il); (ii) ovocito penetrado
(monospérmico); (iii) ovocito penetrado (polispérmico). S = espermatozoide, MP = placa
metafasica, PB = cuerpo polar, P = pronucleo. Barra de escala a 70 um. b) Resultados que
muestran el efecto de las diferentes concentraciones de GSH sobre la FIV. Letras diferentes en
la misma columna (a, b) indican diferencias estadisticas (p <0.05) entre grupos experimentales

(n = 5). Los pardmetros evaluados fueron: tasa de penetracién (porcentaje de ovocitos

Xi



penetrados por al menos un espermatozoide), tasa de monospermia (porcentaje de ovocitos
penetrados por un solo espermatozoide del total penetrado) y tasa de eficiencia de la FIV

(porcentaje de ovocitos que fueron penetrados y monospérmicos del niUmero total inseminado).

Figura 11. Efecto del GSH durante el cultivo de embriones in vitro. a) (i) Embrion en la etapa
de 2 células, evaluado a las 42-44 h después de la inseminacion (microscopio campo claro); (ii)
Diametro del blastocisto cuantificado mediante el programa Image J; (iii) blastocisto expandido
y tefiido con Hoechst 33342 (microscopio de fluorescencia). Barra de escala a 70 um. b)
Porcentaje de divisién y blastocistos totales. ¢) Didmetro de los blastocistos (um); y d) nimero
total de células por blastocisto. NUmero de cigotos evaluados por tratamientos: control (164);
0.5-GSH (172); 1-GSH (156); 5-GSH (165). El porcentaje de blastocistos se calcul6 a partir de
embriones divididos. Letras diferentes (a, A, B, C), indica diferencias estadisticamente

significativas entre grupos experimentales (p <0.05) (n = 5).

Tabla 1. Evaluacién de la movilidad de los espermatozoides por el sistema CASA a 1 (a)

y 4 h (b) de incubacion en condiciones capacitantes con diferentes concentraciones de GSH.
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1. Introduccion

El proceso de capacitacion espermatica en los mamiferos es un tema que se ha estudiado
profundamente. Sin embargo, aln surgen preguntas sobre este fenédmeno, especificamente
en el cerdo por ser una especie de importancia econémica, por lo tanto, se presenta la
necesidad de mejorar la capacidad fertilizante, definiéndose como: la capacidad de los
gametos para producir organismos viables, durante la reproduccién sexual. Esta capacidad
dependerd de que se lleven de manera adecuada, los procesos de diferenciacion,
maduracién epididimaria, capacitacién, interaccion y penetracién al ovocito, asi como un

desarrollo embrionario exitoso.

Por lo anterior, mejorar las tasas de reproduccién basandose en el conocimiento de su
fisiologia, lo convierte en algo primordial. El presente proyecto aborda la relevancia del
estrés oxidante durante la reproduccion asistida, mediante técnicas de fecundacion in vitro,
con la finalidad de demostrar la importancia del estado redox en la biologia de la

reproduccion.
1.1. Capacitacion espermatica

Los espermatozoides deben experimentar una serie de modificaciones denominadas en su
conjunto capacitacion espermatica, después de la eyaculacion y durante el transito de los
espermatozoides a través del tracto reproductivo de la hembra (Figura 1) (Darszon et al.,
2011; Gervasi y Visconti, 2016; Chang, 1951). Estos cambios incluyen, la reorganizacion
de las proteinas de membrana, asi como de lipidos, para proporcionar fluidez a la
membrana, y la activacion de los canales de HCOs y Ca?" (Vadnais y Althouse, 2011;

Gervasi y Visconti, 2016).



La entrada del HCO3 y Ca?* estimula a la adenilato ciclasa soluble (ACs), la cual, producira
AMPc a partir de ATP, activando a la proteina quinasa A dependiente de AMPc (A-PKA), lo
que incrementa la fosforilacion de tirosina (Tyr-P), favoreciendo, la hiperactivacion del
espermatozoide y la reaccién acrosomal (RA). Estos eventos estan asociados con la
remocion de colesterol de la membrana (Cross, 2004; Gervasi y Visconti, 2016) y la
remodelacién del citoesqueleto a través de la polimerizacion de actina (Breitbart y
Finkelstein, 2018; Gadella et al., 2008). Todos estos cambios permiten que los
espermatozoides se unan a la zona pellcida del ovocito e inicien la RA (Gadella et al.,

2008).

Figura 1. Transito del espermatozoide por el tracto reproductor femenino. A) Después de

la eyaculacion, una poblacion heterogénea de espermatozoides alcanza el tracto



reproductivo femenino. B) Solamente algunos espermatozoides logran alcanzar el oviducto.
C) Unicamente el espermatozoide capacitado correctamente puede fecundar al ovocito.
Espermatozoide muerto (gris), dafiado (rojo), normal (azul), hiperactivado (verde-azul) y
capacitado (verde) (Lopez-Ubeda y Matas, 2015).

Los cambios descritos se dividen en rapidos y lentos revisado por (Visconti, 2009). Los
rapidos se asocian con el aumento en la concentracion de HCO3; y Ca?*, estimulando de
esta manera la via de sefializacion mediada por ACs y PKA, la activacion de canales iénicos
y cotransportadores, asi como un incremento en el pH intracelular. Por otro lado, los
cambios lentos se presentan después, tanto in vivo como in vitro, pero igualmente regulado
por HCOs y Ca?, resultando en un aumento de la fosforilacién de tirosinas (Tyr-P),
hiperactivacion del espermatozoide y preparandolo para otro proceso conocido como RA.

Ambos eventos dependen de la presencia de aceptores de colesterol en la membrana.

La Tyr-P es uno de los eventos mas caracteristicos de la capacitacion espermatica
(revisado por: (Aitken y Nixon, 2013). Sin embargo, los patrones y la distribucién de la Tyr-
P son diferentes entre especies (Ruiz-Diaz et al., 2020). Por ejemplo, en el caso del porcino,
la Tyr-P de la proteina p32 y p18 kDa del espermatozoide parece jugar un papel
fundamental durante el proceso de capacitacién (Dube et al., 2005). Particularmente en el
cerdo, se ha reportado que la p32 y 18 son proteinas que, al fosforilarse, favorecen la
fecundacion; la p32 es aln materia de estudio ya que su mecanismo no ha sido
completamente dilucidado, se ha considerado una proteina de unién a proacrosina. Por otro
lado, la localizacion de Tyr-P en el espermatozoide también es relevante, ya que al observar
mayor fosforilacion de tirosina en las diferentes regiones (acrosoma, region subecuatorial,
pieza intermedia y flagelo) el espermatozoide tiene una mayor capacidad de fecundar (Dube

et al., 2005).



La hiperactivaciéon (Claude Gagnon y Lamirande, 2006) es uno de los cambios mas
importantes de la capacitacién. Su objetivo es que el espermatozoide tenga la fuerza
necesaria para desprenderse de las criptas oviductales, penetrar la capa de células de la
granulosa y la zona peldcida del ovocito (Tulsiani-DRP., 2006). Para esto, los
espermatozoides mantienen gradientes idnicos precisos a través de su membrana
plasmatica regulados por ATPasas dependientes de Na*/K* y Ca?*, asi la alteracién en la
concentracion ionica activa enzimas del acrosoma y enzimas relacionadas con los cambios

en la movilidad (Gadella., 2008).

La hiperactivacion del flagelo se produce debido a que el Ca?* se une a proteinas fijadoras
en el brazo externo de la dineina, la cual se encuentra en la parte interna del flagelo (Inaba-
K., 2003). La dineina es responsable de la conversién de energia quimica a partir de la
hidrélisis de ATP en energia mecanica para la movilidad (Claude Gagnon y Lamirande,
2006). El Ca?* puede provenir de varios lugares, como reservas intracelulares, mediadas
por los receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) o la mitocondria, y de manera extracelular
por sistemas de transporte Na*/H* y Na'/Ca?" (Darszon et al., 2001). La remocién del
colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide también puede activar
directamente canales i6énicos, aumentado la concentracién de Ca*? intracelular (Darszon et

al., 2011; Travis y Kopf, 2002; Gadella et al., 2008).

De igual forma, se ha descrito la posible participacién de un cotransportador (NBC, por sus
siglas en inglés Na'/Bicarbonate Cotransporter) (Demarco et al.,, 2003) posiblemente
activado por el Ca?* extracelular, el cual favorece la entrada de Na* y HCOg3, donde este
ualtimo resulta fundamental para la activacion de la enzima adenilato ciclasa soluble (ACs),
la cual se encuentra soluble en el citosol, de esta manera aumenta la produccion de AMPc

(Darszon et al., 2011).



Asi mismo, se ha reportado un canal (sNHE, por sus siglas en inglés Na‘/Hydrogen
Exchanger) (Wang et al., 2003) que funciona intercambiando Na* por H* que, en conjunto
con un canal especifico de protones (H,) (Lishko et al., 2010) regulado por el Zn?*, elevan
el pH intracelular (de 6.0 a 7.5); dicho aumento es relevante ya que puede activar canales
ibnicos (Ca?*, Cl' y K*) favoreciendo la hiperactivacion. Al mismo tiempo, el aumento en los
niveles de AMPc activa a la PKA, estimulando la proteina tirosina quinasa TK, y ésta a su
vez, la fosforilacién de tirosinas, proceso que se asocia con la capacitacién espermética

(Figura 2) (Darszon et al., 2011).
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Figura 2. Serie de acontecimientos que suceden durante la capacitacion espermatica. La
albumina remueve el colesterol de la membrana de los espermatozoides, lo anterior puede
activar directamente los canales CatSper. La activacion del cotransportador NBC
(posiblemente activado por Ca?* externo) aumenta los niveles de HCO3 activando a la SAC
produciendo cAMP. Lo anterior activa el intercambiador de Na/H sNHE y junto con la
activacion del canal de protones (HV) (por eliminacién de Zn?") aumentaria el pHi, de esta
manera también se activan los canales CatSper y SLO3. El aumento general de Ca?

favorece la glucdlisis y la actividad del axonema, resultando en la hiperactivacién. También



existen otras maneras de movilizar Ca?* como: PMCA4, SPCAL1 y canales [receptor IP3
(IP3R), receptor de rianodina (RyR)]. También, el aumento de AMPc activa la PKA,
favoreciendo la fosforilacion de tirosina (Darszon et al., 2011).

La energia de los espermatozoides es producida en la mitocondria por respiracién aerobia
y en el flagelo por glucdlisis y ciclo de las pentosas (Visconti, 2012). Estos procesos
involucran reacciones de 6xido-reduccién, por lo que los mecanismos de defensa contra la
oxidacién deben estar en equilibrio. Aunque las especies reactivas de oxigeno (ERO) son
esenciales para la capacitacion espermética (Ford, 2004; Aitken, 2017), se sabe que un
exceso de ERO es dafiino, ya que se compromete la funcionalidad del espermatozoide al

someterlo a estrés oxidante (Ford, 2004; Guthrie y Welch, 2012).

Debido a la vulnerabilidad de los espermatozoides frente al estrés oxidante (Pintus et al.,
2018), su funcionamiento correcto requiere niveles de ERO que estimulen las vias de
sefializaciéon directamente asociadas con la capacitacion (Guthrie y Welch, 2012; Ford,
2004; Aitken y Drevet, 2020). Por ejemplo, el perdxido de hidrégeno (H20,), resultante de
la dismutacion del anion superdxido, puede aumentar la Tyr-P inhibiendo a la enzima
tirosina fosfatasa (TP). Esta Ultima, tiene un residuo de cisteina que debe permanecer
reducido para preservar su actividad. Entonces, cuando H>O, esta presente la enzima TP
se oxida y su actividad se inhibe, incrementando la Tyr-P (Aitken y Bennetts, 2006; Awda

et al., 2009; Ford, 2004).

Cabe mencionar que durante la preparacion para la fecundacion in vitro (FIV), los
espermatozoides estan expuestos a condiciones de oxidacién como: la luz, el aumento en
las concentraciones de oxigeno, cambios en el pH y temperatura, ademas de la eliminacion
de plasma seminal, la cual es una fuente de antioxidantes (Barranco et al., 2015; Matrtin-

Hidalgo et al., 2019; Arias et al., 2017; Dominguez-Rebolledo et al., 2009).



2. Marco teérico

2.1. Glutation

Desde el punto de vista quimico, el glutation (GSH = L-y-glutamil-cisteinil-glicina) es un
compuesto de bajo peso molecular con un grupo sulfhidrilo (-SH). Se trata de un tripéptido
(Figura 3) formado por los amino&cidos: acido glutamico, glicina y cisteina, el cual, juega
un papel decisivo en el mecanismo de defensa intracelular frente al estrés oxidante

(Sarrasague et al., 2006).
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Figura 3. A) estructura de aminoacidos del glutation reducido (GSH). EI GSH esta
constituido por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. B) glutation oxidado (GSSG).
El GSSG esta compuesto por dos moléculas de glutation unidas por un puente disulfuro

formado por las cisteinas (Martinez-Samano et al., 2011).

La concentraciéon de GSH oscila en el rango de 1 a 11 mM en células de mamiferos en
general (Garcia-Gimenez et al., 2013; Lu, 2013). Por otro lado, estudios mas especializados
en células espermaticas han reportado una concentracion de: 3.84 + 0.21 nM/10®
espermatozoides en la especie porcina (Gadea et al., 2004) y de: 4.47 + 0.46 nM/108

espermatozoides en humano (Gadea et al., 2011).

Del mismo modo, se ha informado que la concentracion citosolica de GSH en células de

mamiferos representa entre el 70 y el 85%, mientras que la concentracion nuclear y



mitocondrial representan entre el 15 y el 30% restante. De igual manera, han reportado un

pequefio porcentaje en reticulo endoplasmico (Garcia-Gimenez et al., 2013; Lu, 2013).

El GSH tiene importantes funciones como antioxidante, siendo parte fundamental de la
destoxificacion de xenobioticos, asi como para el almacenamiento y transporte de cisteina
(Martinez-Samano et al., 2011). Una funcion importante del GSH es mantener el potencial
de 6xido-reduccién de la célula, ya que mantiene en estado reducido los grupos tiol de las
proteinas, y asi permite la generacion de diversas cascadas de sefializacion intracelular; un

ejemplo de esto es la PKC y PKA (Martinez-Samano et al., 2011).

El GSH es sintetizado en el citoplasma de las células por la accién consecutiva de dos
enzimas: y-glutamil-cisteina (y-GluCys) sintetasa (también conocida como glutamato
cisteina ligasa, GCL por sus siglas en inglés) y la enzima glutation sintetasa. La primera
utiliza glutamato y cisteina como sustrato para formar el dipéptido y-glutamilcisteina, dicha
enzima es considerada como un paso limitante en la sintesis de GSH, la segunda enzima
utiliza la glicina para formar GSH (Lu, 2013). Posteriormente, el trifosfato de adenosina
(ATP) es donador de energia para ambas enzimas. Finalmente, las concentraciones
intracelulares de GSH son reguladas por la inhibicion de la GCL, de esta manera existe un
equilibrio celular entre la sintesis y el consumo (Figura 4) (Sarrasague et al., 2006; Martinez-

Samano et al., 2011; Lu, 2013).
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Figura 4. Sintesis de Glutation (GSH-Glutation reducido). La enzima y-glutamil-cisteina
utiliza glutamato y cisteina para formar el y-glutamilcisteina, finalmente, la glicina en una
reaccién catalizada por la glutation sintetasa, forma GSH. GCLC=Glutamato Cisteina
Ligasa sub-unidad catalitica, GCLM=Glutamato Cisteina Ligasa sub-unidad reguladora (Lu,
2013).

Durante la destoxificacion de las ERO, el GSH esta involucrado en dos tipos de reacciones:
la interaccidon no enzimatica con radicales como el O2.-, 6xido nitrico y OHe. También,
participa proporcionando un electrén para la reduccion de perdxidos en la reaccion
catalizada por la GPx (Fernandez-Checa, 2008). El producto final de la oxidacion del GSH
es glutation oxidado (GSSG) regenerado por la GR, enzima que transfiere electrones del
NADPH al GSSG, reduciéndose a NADP+. Durante las reacciones catalizadas por la GPx
y la GR, el GSH no es degradado ya que es reciclado y asi puede ser utilizado cuando se

requiera (Figura 5) (Ralf et al., 2000).
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Figura 5. Metabolismo del GSH, interaccién enzimatica y no enzimatica para su formacion.
El producto final de la oxidacién del GSH es GSH oxidado (GSSG) regenerado por la GR
(glutatién reductasa) ésta transfiere electrones del NADPH al GSSG, reduciéndose a
NADP+. El GSH extracelular y los conjugados S-glutatiébn son sustratos para la enzima y-
glutamil transpeptidasa (y-GT) formando productos que seran hidrolizados, separando de
esta manera a los aminoacidos para sintesis de novo de GSH (Martinez-Sadmano et al.,
2011).

Por otro lado, durante la generacién de conjugados S-glutation por la glutation S-transferasa
(GST) o por la liberacion de GSH por las células, el nivel total de GSH disminuye dentro de
las células, por lo tanto, el GSH utilizado para esos procesos tiene que ser remplazado por

sintesis de novo (Figura 5) (Ralf et al., 2000).

El GSH extracelular y los conjugados S-glutation son sustratos para la enzima y-glutamil

transpeptidasa (y-GT), la cual cataliza la transferencia del y-glutamilo del GSH (o de los
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conjugados S-glutatibn) a una molécula aceptora y, por lo tanto, genera el dipéptido
cisteinilglicina (o el conjugado S-cisteinilglicina) y el y-glutamilo conjugado. El dipéptido
cisteinilglicina puede ser hidrolizado por ectopeptidasas de cisteina y glicina, aminoacidos
que posteriormente pueden ser transportados por la célula a través de transportadores

especificos y participar en la sintesis de novo de GSH (Ralf et al., 2000).
2.2. Sistemas antioxidantes en espermatozoides

El sistema de defensa antioxidante en los espermatozoides se divide en enziméticos y no
enzimaticos. En el primero, encontramos a las enzimas: superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPX), y en el segundo, el glutatién reducido (GSH)
(Quiroz y Bahena, 2008; Cardenas-Rodriguez et al., 2008; Peraza-Reyes, 2008; Thannickal
y Fanburg, 2000), peroxirredoxina (PRDX), tioredoxina (TRX), y tioredoxina reductasa
(TRD) (O'Flaherty, 2018). Particularmente, la GPX es una de las enzimas antioxidantes
responsables de la metabolizacion de H,O,, usando GSH como sustrato, para producir
glutation oxidado (GSSG), que se reduce posteriormente por la enzima glutation reductasa
(GR) para permitir que el GSH vuelva a tener su efecto antioxidante, este proceso es
conocido como ciclo redox del glutatién (Aitken y Roman, 2008; Fernandez-Checa, 2008).
En las tecnologias de reproduccion asistida (ART), la preparacién in vitro del
espermatozoide es esencial para una fecundacién adecuada, el desarrollo del embrién y

las tasas de descendencia exitosas (Navarrete et al., 2019).

Se sabe que el estrés oxidante juega un papel clave en la funcion espermatica, durante la
preparacion de las muestras en las investigaciones, se ha demostrado que la adicion de
GSH en algunas situaciones, tales como, congelacién-descongelacion del espermatozoide
mejora la funcion espermética en varias especies, incluidos los cerdos (Gadea et al., 2005;
Baishya et al., 2018; Giaretta et al., 2015; Yeste et al., 2014, Estrada et al., 2014; Yeste et

al., 2013), cabras (Gadea et al., 2013), carneros (Mata-Campuzano et al., 2015; Silva et al.,
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2011), bovinos (Shah et al., 2017; Olfati Karaji et al., 2014; Perumal et al., 2011; Gadea et
al., 2008), y humanos (Ghorbani et al., 2016; Gadea et al., 2011). Sin embargo, se ha
observado que la adiciobn de concentraciones altas de GSH puede inhibir procesos

importantes como la capacitacion espermatica (Gadea et al., 2005).
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3. Justificacion

El GSH se ha usado en espermatozoides de varias especies para mejorar su calidad
durante su conservacion a largo plazo como es la congelacién (Gadea et al., 2005). Se ha
reportado que en espermatozoides de humano y cerdo, la congelacion disminuye las
concentraciones de GSH (Gadea et al., 2004; Gadea et al., 2011), lo que pudiera ser la

causa de la disminucion de la calidad de los espermatozoides criopreservados.

Gadea y col. (2005) encontraron en cerdo, que el GSH a 5mM (una concentracion alta) en
medios de descongelacién, disminuye la viabilidad de espermatozoides capacitados, tanto
respecto del control como de concentraciones mas bajas (1mM); en contraste, mas
espermatozoides penetran al ovocito a concentraciones de 5mM provocando polispermia

(Gadea et al., 2005).

Por otro lado, al determinar la calidad espermatica de espermatozoides de cerdos en
medios de almacenamiento a 17°C con GSH, se observ6 un aumento en la movilidad y de
la integridad de la membrana plasmatica, asi como una diminucion de malondialdehido
(MDA) y de H202 con 1 mM de GSH durante 5-6 dias de almacenamiento (Zhang et al.,

2016).

De igual forma, se estudi6 el efecto del GSH durante la FIV y el desarrollo embrionario. Sun
y colaboradores (Sun et al., 2015) reportaron en bovino que con 1, 3y 5 mM de GSH, la
calidad del embriébn y la tasa de blastocistos mejord. Especificamente, la tasa de
blastocistos subi6 al 51% y los embriones con mejor calidad se desarrollaron con 3 mM de

GSH. En otro estudio se demostrd un aumenté en la tasa de FIV y la calidad del embrién,
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asi como una disminucion de ERO en zigotos y embriones con 3 mM de GSH (Li et al.,

2019).

Se ha determinado que el GSH se incrementa en ovocitos de manera significativa durante
la maduracién in vitro (MIV), al agregar cisteina a 0.6 mM (este aminoacido es parte del
tripéptido que forma al GSH (Lu, 2013). Se ha descrito en mamiferos, que durante la MIV
ocurre el reinicio de la meiosis y para este proceso es necesaria la participacion de ERO
(Tiwari et al., 2016). Lo anterior, aumenta la tasa de division y nimero de blastocistos,
demostrando que la sintesis de GSH podria ser un factor critico para el desarrollo adecuado

de los embriones (Furnus et al., 2008).

Lo anterior, muestra la importancia del estado redox en el espermatozoide durante el
proceso de capacitacién espermatica, por lo que el GSH pudiera estar participando en la

regulacion de dicho proceso.
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4. Pregunta de investigacion

¢, Cudl es el efecto de la modificacion del estado redox en la capacitacion espermatica,

fecundacion in vitro y desarrollo embrionario?
5. Hipotesis

El estado redox interviene en la fisiologia del espermatozoide. Entonces, si se varia la
concentracion de GSH en el medio capacitante, se debera encontrar una concentracion
Optima que permita modular la capacitacion espermatica, asi como la fecundacion in vitro y

el desarrollo embrionario.
6. Objetivo general

Determinar cémo los cambios en el estado redox del espermatozoide a través de la adicion
de diferentes concentraciones de GSH al medio capacitante, influyen en la capacitacion

espermatica, fecundacion in vitro y desarrollo embrionario en la especie porcina.

7. Objetivos especificos

Determinar el efecto del estado redox modificado por la concentracion de GSH en

espermatozoides durante:

e Capacitacion espermatica (analizando la compartimentacion del calcio, Tyr-P,
movilidad de los espermatozoides, integridad acrosomal y viabilidad, formacion de

grupos tiol (SH) y ERO).

e Fecundacion in vitro (penetracion, monospermia y eficiencia).
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o Desarrollo embrionario (tasas de divisién y blastocistos, niumero total de células por

blastocisto y diametro).
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8. Material y métodos

8.1. Reactivos

Los reactivos que se utilizaron en el estudio se adquirieron (a menos que se indique lo

contrario) de Sigma-Aldrich®.
8.2. Material biolégico

Para este estudio, se utiliz la fraccion rica del eyaculado, proveniente de cerdos con
fertilidad comprobada. Se obtuvieron un total de 37 eyaculados mediante masturbacién
(técnica de mano enguantada) de la empresa CEFU, SA (Alhama de Murcia, Murcia,
Espafna). Las muestras se transportaron al laboratorio a 17°C, protegidas de la luz. Los
criterios de inclusion establecidos para el uso de los eyaculados fueron: movilidad total

> 70%, espermatozoides viables > 90% y morfoanomalias £10%.

Los ovarios se obtuvieron de cerdas prepuberes (El Pozo Alimentacién SA, Alhama de
Murcia, Murcia, Espafia) y se transportaron al laboratorio en solucién salina estéril a 38.5°C.

A su llegada, se lavaron con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB; 1%) a 38.5°C.
8.3. Capacitacion espermaética in vitro

Los espermatozoides se centrifugaron mediante un gradiente de Percoll® (Pharmacia,
Uppsala, Suecia) de dos fases (90 y 45%) preparado con BTS (Beltsville Thawing Solution)
Acromax® a temperatura ambiente. Se agregaron 2 mL de cada solucién (primero, Percoll
al 90%, segundo al 45%, teniendo cuidado de no mezclar las fases) a un tubo cénico de 10
mL. Finalmente, se agregaron 500 pyL de semen a la parte superior del gradiente y se

centrifugaron sin freno a 700 g durante 30 min a temperatura ambiente (Matas et al., 2011).
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Para la capacitacion espermatica in vitro, la concentracion de espermatozoides se ajusto a
8 x 10° espermatozoides / mL en cada grupo experimental. Las muestras se incubaron
hasta 4 h a 38.5°C y 5% de CO; en medio capacitante TALP (114.06 mM de NacCl, 3.20 mM
de KClI, 0.50 mM de MgCI2+6H,0, 10 mM de lactato de sodio, 0.35 mM de NaH:PO4*H,0,
5 mM glucosa, 25.07 mM de NaHCO3, 2 mM de cafeina, 8 mM de lactato de calcio*5H;0,
1 mg/ml de PVA, 0.17 mM de kanamicina, 0.003 mM de rojo fenol), suplementado con 6
mg/ml de BSA y 0.2 mM de piruvato de sodio. El medio se equilibré previamente durante

3 h a38.5°C /5% CO: (Rath et al., 1999).

Dependiendo del grupo experimental, el medio TALP se suplement6 con 0.5, 1.0, 0 5.0 mM
de GSH concentracién final (0.5-GSH, 1-GSH, 5-GSH, respectivamente) (L- glutatién
reducido). El control no contenia GSH (0-GSH). Las evaluaciones de los espermatozoides

se realizaron después de 1y 4 h de incubacién en condiciones capacitantes.
8.4. Estado de capacitaciéon de los espermatozoides

Para determinar el estado de los espermatozoides se analizaron los siguientes valores:
Compartimentacién del calcio (tinciéon de fluorescencia con CTC (clortetraciclina, Tyr-P
(inmunofluorescencia y Western blot), la movilidad, la integridad del acrosoma y la

viabilidad.
8.5. Compartimentacion de calcio mediante clortetraciclina
(CTC)
Se realiz6 la tincion con CTC basandonos en lo descrito por (Maxwell y Johnson, 1997).
Los espermatozoides se resuspendieron en paraformaldehido al 12% y se mezclaron en
una solucion de CTC (CTC 750 mM en NaCl 130 mM, cisteina 5 mMy Tris-HCI 20 mM, pH

7.8. Se realizaron frotis en portaobjetos y se montaron con medio de montaje Dako

(Agilent®, USA). Las muestras se observaron bajo microscopia de fluorescencia (Olympus
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BX51, Japdn, 495/520 nm) contando al menos 200 células por grupo. La clasificacién de
los espermatozoides se realizd utilizando los siguientes criterios (Figura 6a): (i)
espermatozoides no capacitados: fluorescencia en toda la cabeza del espermatozoide y
flagelo; y (ii) espermatozoides capacitados: fluorescencia en el segmento ecuatorial
superior y en la pieza media (Green et al., 1994; Jiménez et al., 2003; Ded et al., 2010;

Cervantes et al., 2008; Ded et al., 2019).

8.6. Fosforilacion de tirosina (Tyr-P)

8.6.1. Localizacion por inmunofluorescencia indirecta
Las muestras de semen se centrifugaron y lavaron con PBS (buffer de solucion salina)

durante 10 min a 270 g a temperatura ambiente (Lufio et al., 2013). Los espermatozoides
se fijaron en paraformaldehido al 2% durante 60 min a 4°C y luego se centrifugaron en las
condiciones mencionadas anteriormente. Seguidamente, las preparaciones se bloquearon
con BSA-PBS al 2% y se dejaron incubar durante la noche a 4°C en una cdmara humeda
(Lufio et al., 2013). Posteriormente, los espermatozoides se centrifugaron durante 10 min a
270 g a 4°C y se resuspendieron en PBS. Se realizaron frotis en portaobjetos y se dejaron
secar en una termo-placa a 38.5°C. Después, los portaobjetos se incubaron durante 1 h a
4°C con un anticuerpo monoclonal anti-Tyr-P, como anticuerpo primario (4G10, Millipore,
Temecula, CA, EE. UU.) a una dilucién de 1:300 en BSA al 0.1% en PBS. Posteriormente,
los portaobjetos se lavaron con PBS (3 x 5 min) y se incubaron durante 1 h a 4°C con el
anticuerpo secundario (cabra/anti-raton-FITC Bio-Rad Laboratorio Madrid, Espafia) a una
diluciéon de 1:400 en BSA al 0.1%. Posteriormente, se lavaron con PBS (3 x 5 min) y se
montaron como previamente se ha descrito (Lufio et al., 2013). Los espermatozoides se
evaluaron bajo microscopia de fluorescencia (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Alemania,

495/520 nm) contando al menos 200 células por grupo.
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La localizacion de la fosforilacion de tirosina, se identificd segun lo descrito previamente por
(Lufio et al., 2013) (Figura 7a), en donde regionalizaron el tracto reproductor femenino,
obteniendo espermatozoides en condiciones capacitantes y determinando los siguientes
patrones: (i) bajo nivel de capacitacion (patrén 1): espermatozoides sin fluorescencia o solo
en el acrosoma, pieza media y/o flagelo; (i) nivel medio de capacitacién (patrén 2):
fluorescencia en el segmento subecuatorial sin marcaje en el area del acrosomay con o sin
presencia de fluorescencia en la pieza media y flagelo; y (iii) alto nivel de capacitacion
(patrén 3): espermatozoides con fluorescencia en el segmento subecuatorial y el acrosoma,

con o sin marcaje en la pieza media y flagelo.

8.6.2. Inmunodeteccion en membrana (Western Blot)
Después de la incubacion en condiciones capacitantes, los espermatozoides se

centrifugaron (Eppendorf Centrifuga 5810R) en 1 mL de PBS a 700 g. Después, las
muestras se resuspendieron en tampén de Laemmli, se calentaron 5 min a 100°C y se
centrifugaron una vez mas a 700 g. Los sobrenadantes resultantes se suplementaron con
B-mercaptoetanol al 5% y se calentaron nuevamente durante 3 min a 100°C. Se cargaron
extractos de proteinas equivalentes a 2 x 10° espermatozoides por carril, a continuacion,
se realizé la electroforesis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) y electro transferencia a
membranas PVDF (Bio-Rad Laboratorios Madrid, Espafa) a 250 mA durante 90 min en

hielo (Navarrete et al., 2015).

Los anticuerpos utilizados fueron: anticuerpo primario anti-Tyr-P (4G10, Millipore, CA, EE.
UU) y anticuerpo secundario (cabra / anti-raton-FITC Bio-Rad Laboratories, Madrid,
Espafa), ambos diluidos 1:10.000 en 1% de BSA y, como control de carga, el anticuerpo
anti-p-tubulina a 1: 5.000 en BSA al 1%. Con este fin, las membranas de PVDF se separaron
a 60°C durante 20 min en SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 0.74% y Tris 62.5 mM, pH 6.5,

y luego se lavaron cinco veces durante 5 min cada una en T-TBS. Las transferencias se
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visualizaron por quimioluminiscencia (Amersham Imager 600, GE Healthcare) usando el
sustrato de transferencia Western Pierce® ECL 2 (80196, Lumigen Inc, Southfield, MI, EE.

uu).

La cantidad relativa de sefial en cada membrana se cuantifico utilizando el programa
ImageQuant TL v8.1 (GE Healthcare, Life Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido)

(Navarrete et al., 2015; Soriano-Ubeda et al., 2017; Soriano-Ubeda et al., 2019).
8.7. Analisis de la movilidad espermatica

Los pardmetros de movilidad analizados fueron: movilidad total y progresiva (%), velocidad
curvilinea (VCL, um/s), velocidad rectilinea (VSL, um/s), velocidad media (VAP, um/s),
indice de linealidad (LIN, %), indice de rectitud (STR, %), indice de oscilacién (WOB, %),
amplitud promedio del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um) y frecuencia de batido
(BCF, Hz). Para determinar que un espermatozoide era mdvil y progresivo, se consideraron
los siguientes criterios: VAP >10 um/s y STR >45%, respectivamente. Las determinaciones
de la movilidad se realizaron a 25 fotogramas por segundo durante un segundo (25

imagenes) (Lacalle et al., 2021; Michos et al., 2021).

Se colocd una muestra de 4 uL en una camara precalentada a 38.5°C (SpermTrack20®,
PROISER R + DSL, Valencia, Espafia) y se observé bajo un microscopio de contraste de
fases a 10 aumentos (Leica® DMR, Wetzlar, Alemania) con una camara digital (Basler
Vision, Ahrensburg, Alemania). Los parametros de movilidad se determinaron mediante el

programa System ISAS® (PROISER R + DSL, Valencia, Espafia).
8.8. Viabilidad e integridad acrosomal del espermatozoide

Las muestras se centrifugaron con PBS durante 10 min a 270 g a temperatura ambiente
con la concentracién ajustada a 1 x 10° espermatozoides / mL. Posteriormente, se

colocaron 10 pL de la muestra en un portaobjetos. A continuacién, las muestras se dejaron
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secar al aire, se permeabilizaron y fijaron con metanol al 100% durante 10 min a
temperatura ambiente. Seguidamente, las muestras se lavaron en PBS, y los
espermatozoides se incubaron con 200 mg / mL de lectina de Arachis hypogaea (PNA-
FITC) durante 10 min a 37 ° C en oscuridad. Finalmente, se lavaron tres veces durante
5 min en PBS. Las muestras se evaluaron bajo microscopia de fluorescencia (Leica®
DM4000 Led, Wetzlar, Alemania, 495/520 nm) contando al menos 200 células por grupo.
Los espermatozoides se clasificaron de la siguiente manera: (i) acrosoma intacto:
espermatozoide con fluorescencia verde; y (ii) acrosoma dafiado: espermatozoide sin

fluorescencia.

Para evaluar la viabilidad, la concentracién de los espermatozoides se ajusté a 10 x 10°
espermatozoides / mL y las muestras se incubaron con 20 uL de yoduro de propidio 0.5 mg
/ mL durante 10 min a 37°C en oscuridad. Los espermatozoides se clasificaron en: (i)
espermatozoides muertos: cabeza tefiida de rojo; o (i) espermatozoides vivos: sin
fluorescencia. Las muestras se evaluaron bajo microscopia de fluorescencia (Leica®

DM4000 Led, Wetzlar, Alemania, 495/520 nm) contando al menos 200 células por grupo.

8.9. Cuantificaciéon de Grupos SH

El contenido de los grupos SH de las proteinas en los espermatozoides capacitados a 0 y
4 h, fueron evaluados con el marcador 5-iodo acetamido fluoresceina (5-IAF), se utilizaron
alicuotas de 5-10 x 10° espermatozoides/mL, las cuales se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos en 5uL de 5-IAF de una solucién stock de 500uM y se
analizaron mediante citometria de flujo, con un filtro de 525nm para 5-IAF, evaluando
20,000 espermatozoides por muestra con el siguiente criterio: baja fluorescencia o nula de
5-IAF (baja concentracién de grupo SH), alta fluorescencia (alta concentracion de grupo

SH) (Gadea et al., 2005).
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8.10. Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno (ERO)

El contenido de ERO en espermatozoides se determiné mediante citometria de flujo usando
ensayos con diacetato de diclorohidrofluoresceina (H.DCFDA) (Cathcart et al., 1983), el
cual no es fluorescente y es permeable en la célula, al ingresar el medio intracelular los
grupos acetato son hidrolizados por las esterasas formando 2’,7’-diclorofluorescina, este

ultimo ser& oxidado por las ERO resultando en un compuesto altamente fluorescente.

Se utilizaron alicuotas de 1 x 10°® espermatozoides en 1mL de medio capacitante TALP (sin
suplementar) en tubos protegidos de la luz, a los que se les agreg6 (a excepcién del control):

50 pL de H.DCFDA a 32uM.

Los espermatozoides se incubaron durante 15 min con H:DCFDA en total oscuridad a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 1500 g x
5 min (Bass et al., 1983) con la finalidad de descartar el H,DCFDA que no se incorporo a
las células. El botén se resuspendié en 1mL de medio TALP (sin suplementar), antes de
cuantificar la intensidad de fluorescencia en el citbmetro de flujo, usando una longitud de

onda de excitacion de 480nm y una longitud de onda de emisién de 520nm.

Durante la preparacion de las muestras, dos alicuotas de espermatozoides se usaron como
control negativo (sin H.DCFDA), a otras dos se les agregd H,DCFDA y a otras dos 100pL
de H»O; (control positivo). Todo esto en el momento previo a cuantificar la intensidad de

fluorescencia.

Para el andlisis en el citometro de flujo, se tomaron alicuotas de 1x10° de espermatozoides
y se evaluaron 20,000 células por muestra a las cero horas (0 h) y a las cuatro horas (4 h)
de incubacion en medio capacitante TALP (suplementado) con diferentes concentraciones

de GSH (0, 0.5, 1 y 5mM) (Arenas-Rios, 2009).
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8.11. Maduracién in vitro de ovocitos (MIV)

Una vez lavados los ovarios, se pincharon foliculos de 3-6 mm de diametro utilizando
jeringas de 10 mL con aguja estéril de 1.2 x 40 mm (G18). El liquido folicular porcino (PFF)
se recogio en tubos de 15 mL y se colocé en una placa térmica (38.5°C) y se dej6 incubar
de 5 a 10 min para obtener un sedimento. El sedimento se lavé en PBS a 38.5°C y se
deposité en una placa Nunc®. Para obtener los ovocitos, se utilizd un microscopio
estereoscopico (Nikon SMZ-10A, Japdn) y una pipeta Pasteur de vidrio prefabricada para
aspirar el complejo ovocito-células del cumulo (COC). Se seleccionaron ovocitos con
citoplasma homogéneo y al menos tres capas de células del cimulo. Los COCs (50-55 por
pozo) se incubaron en 500 uL de medio NCSU-37a (Universidad Estatal de Carolina del
Norte-37: NaCl 108.73 mM, NaHCO3 25.07 mM, KCI 4.78 mM, KH2PO4 1.19 mM, MgSOa4
1.19 mM « 7H,0, 1.70 CaCl.mM+2H,0, glucosa 5.55 mM, glutamina 1 mM, D-sorbitol 12
mM, penicilina G 0.1 Ul, estreptomicina 0.034 mM, suplementado con cisteina 0.57 mM, 1
mM de dibutiril cAMP, insulina 5 pg/ml, 50 yM B-mercaptoetanol, 10 Ul/mL de
gonadotropina coridnica equina (eCG; Foligon; Intervet International), 10 Ul/mL de hCG
(Veterin Corion, Divasa Farmavic) y 10% PFF (v / v)) previamente equilibradas durante 3 h
a 38.5°C / 5% de CO; durante 20-22 h en una placa Nunc® de 4 pocillos. Posteriormente,
los COCs se transfirieron a 500 yL de medio NCSU-37b libre de eCG, hCG y dibutiril AMPCc,

donde se incubaron otras 20-22 h en las mismas condiciones (Petters y Wells, 1993).
8.12. Fecundacion in vitro (FIV)

Después de la MIV (40-44 h), las células del cimulo se eliminaron mediante extraccion
mecénica y los ovocitos se transfirieron a otra placa de 4 pozos. Antes de la co-incubacion
de gametos, los espermatozoides se sometieron a la seleccién de Percoll®, como se
describi6 anteriormente. Los ovocitos se co-incubaron en TALP con 1 x 10%

espermatozoides seleccionados por mL en condiciones de 0-GSH, 0.5-GSH, 1-GSH y 5-
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GSH durante 4 ha 38.5°C / 5% CO.. Posteriormente, se transfirieron a 500 uL de TALP,
libre de GSH, durante las 14 h restantes de incubacion (Petters y Wells, 1993; Rath et al.,
1999). Después de la incubacién, los cigotos se tifieron para su evaluacion. Brevemente,
los cigotos se lavaron en PBS suplementado con 1 g / L de alcohol polivinilico (PBS / PVA)
y se fijaron en glutaraldehido (0.5% en PBS) durante 30 min (Ye et al.,, 2002). A
continuacién, se lavaron durante 5 min en PBS / PVA y se tifieron con Hoechst al 1%
(bisbenzimida H trihidrocloruro 33342) (Ye et al., 2002) en PBS durante 15 min en
oscuridad. Finalmente, se montaron en portaobjetos y se evaluaron bajo microscopia de
fluorescencia (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Alemania, 460/490 nm) (Figura 10a) (Lopez-

Ubeda et al., 2017).

Los parametros evaluados fueron: tasa de penetracién (porcentaje de ovocitos penetrados
por al menos un espermatozoide), tasa de monospermia (porcentaje de ovocitos
penetrados por un solo espermatozoide del total penetrado) y tasa de eficiencia de FIV
(porcentaje de ovocitos que fueron penetrados y monospérmicos del numero total

inseminado) (Figura 10b).

8.13. Cultivo embrionario in vitro

Dieciocho horas posteriores a la inseminacion, los cigotos se transfirieron (~ 30 embriones
por grupo) al medio NCSU23a (108.73 mM de NaCl, 25.07 mM de NaHCO3, 4.78 mM de
KCI, 1.19 mM de KH2PO4, 1.19 mM de MgS04+7H-0, 1.70 mM de CaCl,*2H,0, 0.5 mM de
piruvato de sodio, 5 mM de lactato de sodio, 1 mM de L-glutamina, 7 mM de taurina,
penicilina G 0.1 Ul, 0.034 mM de estreptomicina, 0.087 mM de insulina y 50 mM de B-
mercaptoetanol), suplementado con 5 mM hipotaurina, 0.4% BSA-FAF, 1% MEM
(aminoacidos no esenciales) y 2% BME (aminoacidos esenciales), y se incuban a 38.5°C /

5% CO2 y 7% oxigeno durante 22-24 h (Petters y Wells, 1993; Romar et al., 2019).
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Posteriormente, se evalud el porcentaje de division celular (cleavage) y solo aquellos
embriones que presentaron 2-4 células fueron transferidos al medio NCSU23b (108.73 mM
de NaCl, 25.07 mM de NaHCOs3, 4.78 mM de KCI, 1.19 mM de KH2POg4, 1.19 mM de
MgS047H,0, 1.70 mM de CaCl,*2H,0, 5.55 mM de D-glucosa, 1 mM de L-glutamina, 7
mM de taurina, penicilina G 0.1 Ul, 0.034 mM de estreptomicina, 0.087 mM de insulina y 50
MM de B-mercaptoetanol), suplementado con hipotaurina (5 mM), BSA-FAF (0.4%), MEM
1% y BME 2%, durante otras 120 h en las mismas condiciones para completar 7 dias de

desarrollo post-inseminacién (Petters y Wells, 1993).

Finalmente, los blastocistos obtenidos se fotografiaron con una camara digital (Nikon® D40,
Japon) acoplada a un microscopio invertido (Nikon® Diaphot 300, Japén). El didmetro de
los blastocistos fotografiados se evalu6 con el programa ImageJ® (programa abierto v.
1.48d) (Rueden et al., 2017). Posteriormente, los blastocistos se tifieron con Hoechst (como
se explicd anteriormente para los ovocitos) para evaluar el nimero total de células por
blastocito bajo microscopia de fluorescencia (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Alemania,

460/490 nm).

8.14. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como medias * error estandar de la media (SEM). Los datos de
CTC (n=17), Tyr-P (n=10), viabilidad (n=6) e integridad acrosomal (n=4) se analizaron
utilizando el procedimiento general para medidas lineales repetidas. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con p <0.05. Cuando los resultados fueron
significativos, los valores se compararon mediante la prueba post-hoc de comparacion
multiple de Tukey-HSD. Los datos de FIV [penetracion, monospermia y eficiencia (n=5)] y
cultivo de embriones in vitro [tasas de divisién y blastocistos (n=5) (representadas como
porcentajes) se compararon mediante una prueba de Chi-cuadrado, considerando la

correccion de Bonferroni. Los datos de motilidad (n=9) se analizaron mediante ANOVA de
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una via. Cuando ese ANOVA revelé un efecto significativo, los valores se compararon
mediante una prueba post-hoc de comparacion multiple de Tukey-HSD. El diametro de los
blastocistos y el nimero de células por blastocisto se analizaron mediante una prueba de
Kruskal-Wallis. Cuando se observaron diferencias, los grupos se compararon con una
prueba post-hoc de rango de Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p <0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa

estadistico RStudio® version 1.2.5001.
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9. Resultados

9.1. Capacitacion espermatica

9.1.1. Compartimentacion de calcio por CTC
Los cambios en la compartimentacion del calcio (relacionados con el estado del

espermatozoide capacitado) entre los grupos experimentales se observaron solo después
de 4 h de incubacion (Figura 6b). El valor mas alto se encontr6 en el grupo 1-GSH (47.71 +
5.62%), significativamente diferente del resto de los grupos experimentales (C: 37.53 £
5.79%; 0.5-GSH: 28.65 + 5.88% y 5-GSH: 21.71 + 6.64 %, p <0.05). La compartimentacién
del calcio de los espermatozoides fue significativamente menor en el grupo de 5-GSH en

comparacion con el control (p <0.05).
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Figura 6. Capacitacion espermatica evaluada mediante la técnica de compartimentacion
del calcio (CTC). Los espermatozoides se incubaron en condiciones capacitantes durante
1y 4 h en presencia de diferentes concentraciones de GSH (control 0, 0,5, 1 y 5 mM).
a) Imagenes representativas de la compartimentacion del calcio en los espermatozoides:
(i) espermatozoides no capacitados: fluorescencia sobre toda la cabeza del
espermatozoide y parte media del flagelo; (ii) espermatozoides capacitados: fluorescencia
en el segmento ecuatorial y parte media del flagelo, pero sin fluorescencia en la region post-
acrosomal de la cabeza. Barra de escala a 10 pum. b) Efecto de concentraciones crecientes
de GSH sobre la capacitacion espermatica a 1 y 4 h. Letras diferentes (a, A, B, C
(mindsculas 1h y mayusculas 4h)) indican diferencias significativas entre tratamientos de

un mismo tiempo (p <0.05) (n = 17). Los datos se expresan como media = SEM.
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9.1.2.Inmunolocalizacion de la Tyr-P
Los patrones de la Tyr-P en los espermatozoides capacitados se presentan en la Figura 7.
Después de 1 h de incubacién (Figura 7b), se encontrd un nivel mas alto del patrén 2 (nivel
medio de capacitacion espermética) en todos los grupos de GSH (0.5 -GSH: 63.17 + 1.55%;
1-GSH: 55.00 = 1.60% y 5-GSH: 39.00 * 1.55%) en comparacién con el control (32.50 £
1.57%) (p <0.05), teniendo en el grupo 0.5-GSH los valores mas altos. Sin embargo, el
patrén 3 (alto nivel de capacitacion espermatica) fue significativamente mayor en los grupos
1-GSH (27.83 + 1.60%) y 5-GSH (28.17 + 1.55%), en comparacion con el control (19.67 +

1.58%) y 0.5-GSH (18.50 + 1.60%) (p <0.05) (Figura 7b).

Después de 4 h de incubacion, el patron 1 de Tyr-P fue significativamente menor en los
grupos de 0.5-GSH (17.10 + 5.15%) y 1-GSH (13.34 = 5.06%) que en el control (38.00 +
5.10%) (p <0.05), mientras que los resultados para el grupo de 5-GSH (21.60 + 5.20%)
fueron estadisticamente similares en todos los grupos. Los patrones 2 y 3 se expresaron

de manera similar entre los grupos experimentales.
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Figura 7. Inmunolocalizacion de Tyr-P en espermatozoides capacitados después de
incubarlos en condiciones capacitantes con diferentes concentraciones de GSH.
a) Patrones de Tyr-P en los espermatozoides: Patron 1 (nivel bajo de Tyr-P),
espermatozoides sin fluorescencia o solo en el acrosoma o solo en el flagelo, o0 ambos
(acrosoma vy flagelo); Patron 2 (nivel medio de Tyr-P), fluorescencia en el segmento sub-
ecuatorial sin tincién en el &rea del acrosoma y con o sin presencia de fluorescencia en el
flagelo; Patrén 3 (alto nivel de Tyr-P), espermatozoides con fluorescencia en el segmento
sub-ecuatorial y acrosoma, con o sin fluorescencia en el flagelo. (i-iv) Iméagenes de
espermatozoides con diferentes patrones Tyr-P: (i) Patrones 1y 3; (ii) Patron 2; (iii-iv) Patrén
3. Barra de escala a 10 um. b) y c) Niveles de Tyr-P en espermatozoides de cerdoa ly 4
h de incubacién en medio TALP, respectivamente. Letras diferentes (a, b, ¢, d) indican
diferencias estadisticas entre grupos experimentales en el mismo tipo de patrén (p <0.05)

(n = 6). Datos expresados como media + SEM.
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9.1.3.Tyr-P en el espermatozoide mediante inmunodeteccién en membrana
(Western blot)

La Tyr-P en p32 y p18 fueron evaluados por WB (Figura 8). La sefial de Tyr-P fue similar
entre los grupos experimentales y el control, después de 1 0 4 h de incubacién en las

bandas p32 o p18.
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Figura 8. Efecto del GSH durante la capacitacion espermatica y su efecto sobre la Tyr-P
analizada por inmunodeteccion en membrana; a) y ¢) Western blot representativos de Tyr-
P en espermatozoides capacitados a 1 y 4 h, respectivamente, utilizando diferentes
concentraciones de GSH. Se us6 B-tubulina como control de carga. Los recuadros rojos
indican Tyr-P analizado en las bandas p32 y p18. Los gréficos b) y d) indican el nimero
relativo de sefial sobre la Tyr-P en p32 y p18, cuantificadas por el programa ImageQuant TL
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v. 8.1 (GE Healthcare, Life Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido) (n = 4). Letras (a)

minasculas p32 y (A) mayusculas p18. Datos expresados como media + SEM.
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9.2.

Movilidad espermatica

Los resultados de la movilidad en los espermatozoides se muestran en la Tabla 1. No hubo

diferencias entre los grupos experimentales en ninguno de los pardmetros evaluados

después de 1 h de incubacién (Tabla 1a). Sin embargo, después de 4 h (Tabla 1b), se

encontraron diferencias tanto para la movilidad total como progresiva. En ambos casos, los

valores més altos correspondieron al grupo de 5-GSH y los més bajos al grupo de control

(p <0.05). Mientras tanto, para los grupos de 0.5y 1-GSH, la movilidad total y progresiva

fue estadisticamente similar.

Tabla 1. Evaluacién de la movilidad de los espermatozoides por el sistema CASAal(a)y

4 h (b) de incubacién en condiciones capacitantes con diferentes concentraciones de GSH.

a)
[MM] GSH  Movilidad Total (%) Movilidad Progresiva (%) VCL (um/s)  VSL (um/s) VAP (um/s)
Control 54.22 £5.472 42.00 +4.992 74.78 £4.212 41.33+2.81* 51.33+2.102
0.5 59.56 +5.672 46.78 +5.38?2 71.33 £4.952 38.00 £4.312 46.22 + 3.342
1 58.33 £ 5.512 42.33 £5.322 82.00 £4.59% 47.00 £2.47% 54.89 £ 3.072
5 49.44 + 6.272 33.78 £4.762 89.67 +6.072 47.33+£3.792 58.00 + 3.402
[mM] GSH LIN (%) STR (%) WOB (%) ALH (um) BCF (Hz)
Control 61.78 £4.122 83.22 £ 2.552 67.89+£3.862 1.33+0.172 12.67+1.172
0.5 51.56 £ 4.282 77.89 £ 3.002 66.67 £3.572 1.67+0.172 10.44 +0.882
1 53.11 £3.722 81.89 +£2.142 65.78 £3.212 1.56+0.18 12.11+1.102
5 50.89 £4.742 81.11 £ 2.612 64.78 £3.412 1.78+0.152 12.89+1.372
b)
[mMM] GSH Movilidad Total (%) Movilidad Progresiva (%) VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s)
Control 20.78 £ 3.852 10.33 £1.58? 65.11 £5.472 23.44 +2.14% 36.00 £ 2.252
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0.5 22.56 + 1.49% 13.56 + 0.992 75.44 +7.70° 31.89+2.34% 40.89 + 1.062

1 25.78 + 1.61% 15.11 + 1.792b 90.22 +10.692 32.11 +3.96° 48.11 +3.412

5 35.00 + 2.48P 19.00 + 2.14P 7044 5442 24.00 +2.46% 43.22 +5.922

[mM] GSH LIN (%) STR (%) WOB (%) ALH (um) BCF (Hz)

Control 36.89 + 4.862 64.33 + 4.512 54.11+4.102 1.56+0.692 9.78+1.122
0.5 45.44 +7.332 70.67 + 6.672 64.78 +4.722  1.22 +0.152  9.67 + 0.552

1 41.33 +8.762 66.78 + 7.232 55.56 + 6.782 1.78+0.282 11.00 + 0.802

5 36.56 + 7.022 64.44 + 5.762 54.67+5572 1.33+0.172 9.00+0.732

Movilidad total y progresiva (%), velocidad curvilinea (VCL, ym / s), velocidad rectilinea
(VSL, um / s), velocidad media (VAP, um / s), linealidad (LIN,%), rectitud (STR, %) y los
indices de oscilacion (WOB,%), la amplitud promedio del desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH, um) y la frecuencia de latido (BCF, Hz) fueron todos analizados. Letras
diferentes (a, b) en la misma columna indican diferencias estadisticas (p <0.05) (n = 9).
Datos expresados como media = SEM.
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9.3. Integridad acrosomal y viabilidad espermética

La integridad acrosomal y la viabilidad del espermatozoide no se vieron afectadas por la
presencia de GSH, independientemente de su concentracién, ya que no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo de control después de

1 0 4 h de incubacién (Figura 9a, b).
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30 -
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10 -

Integridad Acrosomal

1 5
GSH [mM]
b) 100 - =1h
90 - mdh

Control

Viabilidad (%)

Control 0.5 1 5

GSH [mM]

Figura 9. Evaluacion de la integridad acrosomal (a) y viabilidad (b) de los espermatozoides
después de la incubacién en condiciones capacitantes (1 y 4 h) con diferentes
concentraciones de GSH. La integridad acrosomal del espermatozoide (n =4) y la viabilidad

(n = 6) se evaluaron mediante PNA-FITC y yoduro de propidio respectivamente, bajo
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microscopia de fluorescencia. Letras (a) minuUsculas 1h y (A) mayudsculas 4h. Datos

expresados como media + SEM.

9.4. Grupos SH

Tras 4 h de capacitacion, se aprecia un incremento en la concentracion grupos SH en los
grupos experimentales 0.5y 1-GSH (p <0.05) respecto al control. El grupo 5-GSH no mostré

diferencias significativas (Datos no mostrados).

9.5. ERO

En ERO, a las 0 h no se encontraron diferencias en ninguno de los casos, sin embargo, a
las 4 h de capacitacion, se encontré un incremento significativo (p <0.05) en 5-GSH

respecto al control como con los otros tratamientos (Datos no mostrados).
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9.6. Fecundacién in vitro (FIV) y cultivo embrionario

El efecto de GSH sobre la FIV se muestra en la Figura 10b, donde observamos que: La
penetracién, monospermia y eficiencia en el grupo control fueron 32.1, 48 y 15.45%,
respectivamente, mostrando diferencia en estos mismos pardmetros, el grupo de 1-GSH,
donde se encontré un incremento significativo de: 47.2, 66.3 y 31.25% respectivamente

(p <0.05).

La tasa de divisibn de los cigotos no difirid significativamente entre los grupos
experimentales (Figura 11b). Solo se observé un aumento significativo en la tasa de
blastocistos (%) (Figura 11b) en el grupo de 0.5-GSH (45.2%) con respecto al grupo de 5-
GSH (34.1%) (p <0.05), pero no con los otros grupos experimentales. Con respecto al
diametro de los blastocistos (um), la Unica diferencia observada fue entre los grupos de 0.5-
GSH (380.00) y 5-GSH (357.50) (p <0.05) (Figura 11c). ElI numero total de células por
blastocisto fue similar entre todos los grupos experimentales (rango: 49.00-58.50 células

por blastocisto) (Figura 11d).

a)

b) Evaluacién de la FIV
[mMM GSH] Numero de Ovocitos Evaluados Penetracion (%) Monospermia (%) Eficiencia (%)
Control 233 75/233 (32.1)* 36/75 (48.0)* 15.452
0.5 183 61/183(33.3)* 30/61 (49.2) 16.392
1 176 83 /176 (47.2)> 55/83 (66.3)® 31.25b
5 220 56 /220 (25.5)* 27 /56 (48.2)* 12.272
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Figura 10. Efecto del GSH durante la interaccion de gametos. a) Imagenes representativas
para la evaluacion de la FIV: (i) ovocito no penetrado (metafase Il); (ii) ovocito penetrado
(monospérmico); (iii) ovocito penetrado (polispérmico). S = espermatozoide, MP = placa
metafasica, PB = cuerpo polar, P = pronucleo. Barra de escala a 70 um. b) Resultados que
muestran el efecto de las diferentes concentraciones de GSH sobre la FIV. Letras diferentes
en la misma columna (a, b) indican diferencias estadisticas (p <0.05) entre grupos
experimentales (n = 5). Los pardmetros evaluados fueron: tasa de penetracion (porcentaje
de
de monospermia (porcentaje de ovocitos penetrados por un solo espermatozoide del total

ovocitos penetrados por al menos un espermatozoide), tasa

penetrado) y tasa de eficiencia de la FIV (porcentaje de ovocitos que fueron penetrados y

monospérmicos del nimero total inseminado).
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Figura 11. Efecto del GSH durante el cultivo de embriones in vitro. a) (i) Embrién en la
etapa de 2 células, evaluado a las 42-44 h después de la inseminacién (microscopio campo
claro); (i) Diametro del blastocisto cuantificado mediante el programa Image J; (iii)
blastocisto expandido y tefiido con Hoechst 33342 (microscopio de fluorescencia). Barra de

escala a 70 um. b) Porcentaje de divisiébn y blastocistos totales. c) Diametro de los
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blastocistos (um); y d) nimero total de células por blastocisto. Nimero de cigotos evaluados
por tratamientos: control (164); 0.5-GSH (172); 1-GSH (156); 5-GSH (165). El porcentaje
de blastocistos se calculé a partir de embriones divididos. Letras (a) mindsculas no
muestran diferencias y (A, B, C) mayusculas, indica diferencias estadisticamente

significativas entre grupos experimentales (p <0.05) (n = 5).
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10. Discusion

La industria porcina actualmente enfrenta varios retos, como son: cuestiones de espacio en
sus instalaciones, dieta adecuada dependiendo el fin zootécnico y problemas reproductivos,
resumiendo lo anterior, en la necesidad de un fortalecimiento en el bienestar animal

(Pedersen, 2018) ya que este Ultimo, se ha relacionado con una mejora en la reproduccion.

Por lo tanto, se han dado a la tarea, principalmente los productores, de buscar opciones
que mejoren la productividad. Un ejemplo de lo anterior es la adicién de antioxidantes en
medios de conservacion / preservacion de gametos, especificamente, en el espermatozoide
de cerdo (Estrada et al.,, 2014). No obstante, se ha observado que la adicién de
concentraciones altas de GSH puede inhibir procesos importantes como la capacitacion

espermatica (Gadea et al., 2005).

Con base en lo anterior, en el presente estudio se determing la participacion del antioxidante

GSH, sobre la capacitacién espermatica, FIV y desarrollo embrionario.

El proceso de capacitacion ha sido descrito como la modificacion fisiolégica y bioquimica
de los espermatozoides durante su transito por el aparato reproductor femenino, esto es
fundamental para adquirir capacidad fertilizante (Darszon et al., 2011; Navarrete et al.,

2015; Visconti et al., 2011).

La capacitacion espermatica se puede realizar in vitro, pero, para que los cambios se
desarrollen correctamente el sistema redox es fundamental, ya que puede generar estrés
oxidante durante el proceso de preparacidon y capacitaciéon (Ford, 2004). Durante la
capacitacion espermatica, se produce de manera fisiolégica H.O, (Lewis y Aitken, 2001,
Scarlata y O'Flaherty, 2020), lo cual aumenta la Tyr-P (revisado en: (Scarlata y O'Flaherty,
2020). Cuando la produccibn de ROS supera las defensas antioxidantes del

espermatozoide, se ha observado que aparecen efectos perjudiciales (Agarwal et al., 2014).
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El presente estudio muestra que, el uso de GSH como agente antioxidante, modula la
compartimentacién del calcio, Tyr-P, movilidad de los espermatozoides, fecundacion in vitro
(penetracion, monospermia y eficiencia) asi como el desarrollo embrionario (porcentaje de

blastocistos y su diametro).

Se observé que esta modulacion diferia segun el tiempo y la concentracion de GSH
utilizados. Ademas, también se observé que la FIV y el desarrollo posterior del embridn,
estaban modulados por la concentracion de GSH cuando se afiadian durante la interaccion
de gametos. Los efectos de GSH en pardmetros de los espermatozoides como, la
compartimentacioén del calcio, la ubicacion de Tyr-P y la movilidad, en nuestro estudio,

confirman el papel modulador de GSH en la capacitacion de los espermatozoides.

Se sabe que el calcio juega un papel importante en la funcionalidad de los espermatozoides
(Navarrete et al., 2015; Freitas et al., 2017). En este sentido, nuestros resultados muestran
que la compartimentacion del calcio estd modulada por GSH, y que la adicion de 1 mM
aumenta el nivel de espermatozoides capacitados después de 4 h de incubacion en medio
capacitante. Por el contrario, el tratamiento de espermatozoides con 5 mM de GSH durante
4 h en las mismas condiciones, ejercié un efecto inhibitorio sobre la capacitacion, segun lo
analizado por CTC, al mismo tiempo, la viabilidad y la integridad del acrosoma no mostraron

diferencias con respecto al control.

De igual manera, observamos que los niveles de ERO a 5 mM de GSH después de 4 h en
condiciones capacitantes impacta directamente, provocando la disminucién en la
capacitacion espermatica, debido a un desequilibrio en el sistema redox, ya que se ha
reportado que es necesaria la oxidacion de las proteinas, cambiando asi su conformacion

para activar o inactivar su funcion (Thannickal y Fanburg, 2000).

El efecto inhibidor del GSH en altas concentraciones en el proceso de capacitacion

espermatica, se relaciona con los reportes del papel de los antioxidantes como reguladores
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en este proceso, inhibiendo la oxidacion de proteinas para evitar la capacitacion prematura
(Spinaci et al., 2018), dado que, ademas de la compartimentacion del calcio en los
espermatozoides, también la Tyr-P, es esencial para la capacitacion de los

espermatozoides.

La importancia de la ubicacion de Tyr-P en los espermatozoides se ha asociado con el
estado de capacitacion en varios segmentos del oviducto (Lufio et al., 2013). El GSH es
producido por las células epiteliales oviductales y secretado en el oviducto, especificamente
en la unién (tero-tubarica (Gardiner et al., 1998). Es decir, la capacitacion de los
espermatozoides puede estar modulada por las secreciones de GSH en el oviducto. El
presente estudio mostré que al agregar GSH al medio capacitante TALP afecta la ubicacion
de la Tyr-P en espermatozoides después de 1y 4 h de incubacion. Todos estos resultados,
indican un efecto bifasico sobre la redistribucion del calcio intracelular y la ubicacion de Tyr-
P en los espermatozoides, que depende de la concentracion de GSH. Por lo tanto, podemos
plantear la hipétesis de que, en condiciones de capacitacion in vitro, una concentraciéon baja
de GSH (0.5 y 1 mM) puede equilibrar la produccién de ERO vy, por lo tanto, conducir a una
capacitacion esperméatica adecuada sin afectar la viabilidad o la integridad del acrosoma.
Sin embargo, a una concentracion mas alta de GSH (5 mM), la produccién de ERO puede
reducirse o prevenirse, impidiendo asi el proceso de capacitacion. Este hallazgo podria
coincidir con la mayor movilidad total y progresiva observada después de 4 h de incubacion
cuando se agregd 5 mM de GSH, en comparacién con el grupo de control, cabe sefalar,
gue los otros parametros cinéticos evaluados (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH y
BCF) no mostraron diferencia en ninguno los casos. De igual manera, se han estudiado
espermatozoides sometidos al proceso de congelacion-descongelacion, debido a que, en
estas células por sus condiciones, las ERO se ven favorecidas, principalmente al momento

de ser descongeladas, sin embargo, se ha reportado que, los espermatozoides permanecen
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Vivos, pero no son moviles (Awda et al., 2009), por lo tanto, podemos sugerir basandonos
en nuestros resultados de movilidad, que al agregar GSH la movilidad de puede ser

mejorada ya que la célula continda viva.

Respecto a lo anterior, también se ha reportado en espermatozoide de cerdo que, las
concentraciones de GSH disminuyen con la congelacion (Gadea et al., 2004), lo que puede
afectar el proceso de capacitacion. La capacitacion espermatica estd directamente
relacionada con el equilibrio entre ERO y antioxidantes, tales cambios se han observado a
nivel proteico, las ERO oxidan los residuos de cisteina de las proteinas, provocando
cambios en su estructura y funcion, activandolos o inactivandolos, como en la dimerizacion

de quinasas, producto del sistema redox (Ford, 2004; Thannickal y Fanburg, 2000).

Es importante sefialar que la capacitacion de los espermatozoides da como resultado la
capacidad de los espermatozoides para realizar la RA (Stival et al., 2016). EI CTC evaluado
por microscopia de fluorescencia, es un buen método para predecir el porcentaje de RA
(Ded et al., 2019). En este sentido, los resultados de la FIV obtenidos en el presente estudio
coinciden entre si, ya que muestran una eficiencia mayor cuando se utiliz6 1 mM de GSH.
Ademas, los ovocitos fueron expuestos a GSH durante la co-incubacion de gametos, por lo
gue nuestros resultados de fecundacion también se habrian visto afectados por esto. Se ha
demostrado que la suplementacién con GSH reduce los niveles excesivos de ERO en los
ovocitos porcinos (Zhou et al., 2019), y puede prevenir la peroxidacion de lipidos en la
membrana del ovocito al eliminar el exceso de ERO en el medio (Biggers, 1998). Se han
obtenido resultados similares en otras especies, como los ratones, donde la adicion de
1 mM de GSH en medios de FIV, pero no una concentracion mas alta, mejoro las tasas de
fertilidad (Ishizuka et al., 2013). También se ha reportado el efecto del GSH sobre los
ovocitos (Xie et al., 2018), donde observaron en ratones knock-out de Gsa (Sub-unidad a

de proteina G), un aumento en las concentraciones de ERO, y una disminucion en las
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concentraciones intracelulares de GSH en ovocitos en diferentes etapas de maduracién en
comparacion con el control, lo que demuestra el papel relevante que juega el estado redox

en el ovocito.

Nuestros resultados indican que, la suplementacion con GSH durante la co-incubacion de
gametos no tuvo ningun efecto sobre la division o el desarrollo de blastocistos, porque los
embriones en etapa temprana son menos resistentes al estrés oxidante (Guerin et al.,
2001), la incorporacion de agentes antioxidantes, no solo durante la co-incubacion de
gametos, sino también en los medios de cultivo, puede ser benéfico al aumentar la tasa de
desarrollo de los embriones. Otros autores han demostrado que agregar GSH directamente
a los medios de cultivo de embriones después de la FIV (Ozawa et al., 2006) o ICSI (Li et
al., 2014) mejora las tasas de desarrollo de blastocistos. La Unica diferencia obtenida en el
desarrollo del embrion en el presente estudio fue que GSH a 5 mM disminuyo las tasas de
blastocistos y el didmetro de los blastocistos en comparacién con la adiciéon de 0.5 mM.
Estas diferencias dependientes de la concentracién de GSH se han observado en otros
estudios, lo que indica que altas concentraciones de GSH en el medio podrian tener un
efecto perjudicial sobre el desarrollo del embrién. Sin embargo, la explicacion de este
fendmeno aun no esté claro, asi como el por qué las concentraciones excesivas de GSH

pueden ser perjudiciales para el desarrollo embrionario (Ishizuka et al., 2013).
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11.

Conclusiones

La compartimentacion del calcio en el espermatozoide de cerdo es favorecida
cuando se agrega 1 mM de GSH, y disminuye con 5 mM de GSH.

La Tyr-P es afectada en las diferentes concentraciones de GSH (0.5, 1 y 5 mM),
principalmente a 1 h de capacitacion.

La movilidad total y progresiva en el espermatozoide de cerdo aumentan respecto a
un control (sin GSH) en la concentracion de 5 mM de GSH a las 4 h de capacitacion.
La formacion de grupos tiol y ERO se ven afectadas por las concentraciones: 0.5, 1
y 5 mM de GSH, sin embargo, los resultados no fueron concluyentes, por lo que
requieren futuras investigaciones.

La integridad acrosomal y viabilidad, no se ven afectadas por las diferentes
concentraciones de GSH.

La eficiencia de la FIV y el desarrollo del embrién hasta llegar a blastocisto, también
son modulados por 0.5, 1 y 5 mM de GSH cuando se agregan durante la interacciéon

de gametos.
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12. Perspectivas

Con base en nuestros resultados, el paso siguiente seria la transferencia de tecnologia
aplicada principalmente de los pequefios productores, ya que ellos son quienes mas
necesitan mejorar su produccién y que ésta se vea reflejada en cuestiones econémicas.

Por lo anterior, proponemos las siguientes perspectivas:

+ Determinar la relacion entre grupos tiol / ERO y GSH a diferentes concentraciones,

en la capacitacion espermatica.

* Transferencia embrionaria con distintas concentraciones de GSH y comparar con

otros antioxidantes.

« Cuantificar concentracion de GSH-GSSG
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Eeywords: The sperm in the female’s reproductive tract undergo changes to fertilize the cocyte (sperm capacitation). These
Pigs. changes are regulated by redox system. However, some assisted reproductive technologies require sperm
Redox stacus

capacitation under m wire conditions, though this increases the generation of ROS. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effect of GSEH as an antinxidant agent during the capacitation of boar sperm [evaluated
by calcium compartmentalization, tyrosine phosphorylation (Tyr-F), matility, viability, and acrosomal integrity],
ir witro fertilization (evaluated by penetration, monospermy, and efficiency %), and later embryo development
(evaluated by cleavage and blastooyst rates, total member of cells per blagtocyst and blastocyst diameter). Four
experimental groups with different G5H concentrations (D-control, 0.5, 1, and 5 mM) were formed. When 1-G5H
was added to the medium, the percentage of capacitated sperm increased after 4 b of incubation; the localization
of Tyr-F was modified at 1 b and 4 h of incubation depending on the GSH concentration. Percentages of total and
progressive sperm motility alse increased at 4 h of incubation, but only in the 5-G5H group compared to control.
Viability, acrosomal integrity, and general Tyr-F (Western blot) not differ among the experimental groups. The
addition of GEH during gamete interaction increased penetration, monospermy, and efficiency rates in the 1-GSH
group compared to the others. However, the effect of GEH was not ohserved in deavage and blastocyst rates
compared to the control. In conclusion, adding GSH modulates sperm capacitation (by means of calcium
compartmentalization and tyrosine phospharilation patten) depending on its concentration, and improves [VF
output at 1-G5H during gamets interaction.
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1. Introduction

After ejaculation, and during the sperm’s tramgit through the fe-
male’s reproductive tract, sperm need to underge a seriez of modifica-
tions called capacitation (Chang, 1951; Darsson et al |, 2011; Gervazi and
Vizconti, 2016). These changes include the rearrangement of membrane
proteing and lipids to provide fluidity to the membrane, and activation
of the HOOF and Ca®* channels (Cervasi and Viscons, 2016; Vadnaiz

* Corresponding authars.

amd Althouse, 2011 The intemal increaze of thezse two jons stimulates
soluble adenylate cyclase (ACa), which produces cAMP from ATP, acti-
watar the cAM'P‘-dEpcn.dent prmLuk.i.n:.nE A (A-PEA) that increases the
phosphorylation of tyrosine residues (Tyr-P), sperm hyperactivation,
and preparation for the acrosome reaction (4R}, event that require
losing cholesterol (Croza, 2004; Oervazi and Visconti, 2016), and re-
models the cytosheleton through the polymerization of actin (Breithart
and Pinkelatein, 2018; Gadells =t al, 2008). These changes allow the
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zperm to bind to the cocyte’s cona pellucida and initiate the AR (Gadea
et al., 20050). Tyr-P iz one of the well-known eventn that takes place
during sperm capacitation (Visconti et al.| 1995a; Visconti etal.| 1995h),
which haz been dezcribed in sperm populations and individual sperm in
many mammalian gpecies [reviewed l:lF (Aitken and MNixon, 2013}
Howvever, Tyr-P pattern and distribution on sperm differc between ope-
cieg (Fuiz-Dias et al, 2020). Por example, in the case of porcine species
the Tyr-P of the 32 and 13kDa proteing in sperm se=m: to play a
fundamental role during the process of sperm capacitation {Dube et al
Z005L

Sperm cells depend on oxygen, so their defense mechanizma against
oxidation must be in balance with the oxidant they produce. Sperm’s
ability to generate reactive oxygen species (ROS) haz been studiad for
many years (Aithen, 2017; Pord, 2004) so it iz well-known that an excess
of ROS ic harmful because it causes damage that compromizes sperm
fun:liuna].il:_\r {Ford, 2004; Outhrie and Walch, 2012). Becauoe of np:rm':
wnlngr:lﬁ]ity to oxidative stress (Pimtus =t al., 201 £, itz correct funec-
tioning requires low level: of ROG tha: otimulate zsignaling pathways
directly amociated with capacitation (Aithen and Drevet, 2020; Ford,
2004; Cuthrie and Welch, 2012). A ROS-regulated zignal tranaduction
pathway previoudly reported in sperm directly influences Tyr-P (Aithen
anid Benmettz, 2006; Aitken and Drevet, 2020), where hydrogen peroxide
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mumber of cells per blastocyat and blastocyst diameter).
2. Materials and methods

2.1. Reagenis

The reagents that wers vsed in the study were, unlem otherwize
stated, acquired from Sigma-Aldrich®.

2.2 Biological material

The sperm-rich fraction of sjaculates from boare with proven fartlity
was used for the experiments of this study. A total of 37 ejaculates (from
different boars) wers collacted by masturbation (gloved hand technigque)
from the CEFU, 5.A. company (Alhama de Murcia, Murcia, Spain). The
samples wers transported to the laboratory at 1 77 C, protected from light.
The inclugion criteria egtabliched for vsing the ejaculates were: towl
motility =709, viable cparm >90% and morphoanomalies < 10%.

Orvaries were obtained from prepubertal giltz (Bl Poso Alimentacion
5.4, Alhama d= Murcia, Murcia, Spain) and transported to the labora-
tory in a sterile zaline solution at 33.5°C. Upon amrival, they were
washed with cetyl trimethy] ammonium bromide (CTAB; 1% at 38.5"C.



{Hy04) —an oxidizing agent from dizmutation of superoxide anionz— can
increagze Tyr-P by inhibiting the protein tyrocine phosphatazse (TP). Thiz
enzyme containg a cysteine reciduee that must remain in a reduced atate
to preserve itz activity. Howewer, when Hy0y iz present, the TP ensyme
iz oxidized, loces itz activity and favors Tyr-P (Aitken and Bennets,
2006; Awda =t al, 2009; Focd, 2004

The gperm s antioxidant defenze gyotem againzt ROS iz divided intw
enzymatic and non-ensymatic ub-cystems. The former conzistz of su-
peroxide dismutaze (50D), catalaze (CAT) and glutathions peroxidase
{GPX], while reduced glutathione (G5H) (Cardenac-Podrigues et al,
2008; Peraza-Reyes, 2008; Cuiros and Bahena, 2008; Thannickal and
Fanburg, 2000), peroxiredoxin (PRDX), thioredoxin (TRX), and thio-
redoxin reductaze (TRD) (O Flaherty, 2013 among other elementa,
characterize the latter. 3PX iz one of the antioxidant enzymes respon-
zible for metabolizing endogenous HyOy, vsing O5H as a subatrate to
produce oxidized glutathione (0550, which iz subsequenty reduced by
the enzyme glutathione reductage (OR) to allow GZH to regain it anti-
oxidant activity in a process known as the redox glutathions cycle
{Aitken and Boman, 2008; Pemandes-Checa, 2008).

In aszizted reproductive techniques (ARTz), in vito sperm prepara-
tion iz emsential for proper fectilication, emboyo development and quc
ceacful nf&pri.ng rates (Navarreis ot 2l 2019 Oxidative streas in known
to play a key role in cperm function during preparation, and recearch has
zhown that adding G5H in some situations —such ac freecing-thawing
zperm- improves sperm function in several species, including boam
{Baichya et al , 2015; Bstrada et al |, 2014; Oadea et al | 2005; Giaretta
etal, 2015; Yeste =t al, 201 4; Yeste et al., 2013, goats {Cadea et al |
2013}, ramse {Mata-Campuzano =t al, 2015; Silva et al., 2011}, bulls
{TJadea et al., 2008; Olfati Faraji et al, 201 4; Permamal et al., 2011; Shah
al, 201 71, amnd humane (Gadea et al., 2011; Chorbani =t al., 2016}
Dring preparation for VP, sperm are expoced o such oxidizing con-
ditions az light, increazed oxygen concentrations, and changes in pH and
temperaturs, in addition to the removal of ceminal plazsma which iz 2
source of antioxidants (Ariac et al, 2017; Barranco =t al., 2015; Domi-
ngues-Rebolledo =t al | 2009, Martin-Hidalgo et al., 2019).

Our hypothesia during thic stedy was that adding G5H during in virro
sperm preparation for ARTa will improve sperm quality and the ART
itzelf. Orur aim was to determine the role of the antioxidant G5H during
sperm incubation under capacitation conditions by adding different
concentrations (O-control, 0.5, 1 and 5mM), and measuring (i) the
capacitation statua (by analyzing calcium compartmentalization, Tyr-P,
sperm motility, acrosome integrity and wviability); (ii) the output of in
vitrg fertilization (penstration, monospermy and efficiency); and (i)
subsequent embryo development (cleavage and blastocyst ratec, total
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2.3, In vitro sperm capocitotion

The sperm woere centrifuged in a two-phase discontinuous gradient of
90 and 45% Percoll® colutions (Pharmacia, Uppeala, Sweden) in BTS
Acromax® (Beltzville Thawing Solution) at room tempearature. Two mb
of each solution were added (firot Percoll 2t 909, second at 45%, taking
cars not to mix the phazes) to a 10-mL conical tube. Finally, 500 pL of
semen were added to the top of the denoity gradient and centrifuged at
700 g for 30 min at room temperature (Matas =t al, 20110,

The sperm concentration was adjusted to 8 » 10° sperm /mL in each
experimental group for in vito capacitation. Samples were incubated up
to 4h at 33.5°C and 5% COz in TALP medium (114.06 mM NaCl,
5.20 mM ECl, 0.50 mM MgClosHal, 10 mM zodium lactats, 0.35 mM
MaH:POysHz0, 5 mM glucose, 25.07 mM NaHCOs, 2mM caffeine, 5 mM
calcium lactaess5Hz0, 1 mg/ml PVA, 0.17 mM kanamyein, 0.003 mM
phenol red), supplemented with 6 mg/mL of BSA and 0.2 mM of sodivm
prruvate. The media was previously equilibrated for 3h at 35.5°C/5%
G0 (Rath et al | 19990, Depending on the experimental group, the TALP
medium was supplemented with 0.5, 1.0 or 5.0mM of O5H for final
concentrations of 0.5-G5H, 1-G5H, 5-05H, regpectively (L-glutathione
reduced, Sigma-Aldrich® Madrid, Spain). The control did not contain
GSH (0-GSH). Sperm avaluations wars pufn:med after 1 and 4 b of in-
cubation under capacitating conditions. Also, sperm samgple from the
same sjaculate, waz divided in the ;ame proportion among experimental
groups.

24 Assessment of sporm capacitotion stmus

Calcium compartmentalization (chlortetracycline CTC-uorescence
staining], Tyr-P (evaluated by immunofluorescence and Western blot),
motility, acrosome integrity and viability were svaluated o analyze the
sperm = capacitation status.

2.4.1. Bvolustion of sperm calcivm compartmentalitation by
chlorteeracycline (CTC)

The CTC fuorescence method war performed as deccribed previ-
oudly (Mavwell and Johnson, 1997). Briefly, the sperm were re-
mmpended in 12% paraformaldehyde and mived with CTC zolution
(750 mM CTC in 130mM NaCl, cyuteine SmM and 20 mM Thz=HCl
adjusted to pH 7.8). Smears were taken on clides and mounted with
Diako mounting medium (Agilent®, USA). Samples were obeerved under
fluorescence microscopy (Olympus BX51, Japan, 495,520 nm) counting
at leazt 200 cells per group. Sperm clascification was performed using
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Fig. 1. Sperm capacitation evaluated by the calcium compartmentalization technique (CTC)L The sperm were incubated under capacitation conditions for 1 and 4h
in the presence of different GEH concentrations ((-control, 0.5, 1 and S5mAf). a} Representative imagess of calciom compartmentalization in the sperme (1) non
capacitated sperm: bright flsorescence over the entire sperm head and positive mid-piece of the tail; (@) capacitated sperm: fluorescence in the squatorial
segment and mid-piece of the tail, but no fluarescence in the post-acrosomal region of the head Scale bar equivalents to 10 pm. b) Effect of increasing concentrations

of (G5H on sperm capacitation at 1 and 4h. Different letters (a, b, ) indicate significant differences between treatments at the same time (p < .05) (n= 17} Data are
expressed as mean =+ SEML

o Patterns of Tyr-P
1 (Low) 2 (Medium) 3 (High)

Fig. 2. Immunolocalization of Tyr-P on capacitated sperm after incubation under capacitating conditions with different concentrations of GSH. a) Tyr-P patterns on
spermx: Pattern 1 (low level of Tyr-P), sperm without fluarescence or only on the acrosome or only in the flagellum, or both (acrosome and flagellum); Pattem 2
(medium level of Tyr-P), fluorescence in the equatorial sub-segment without staining in the acrasome area and with or without the presence of fluorescence in the
flagellum; Pattern 3 (high level of Tyr-P), sperm with fluorescence in the equatocial sub-segment and the acrosome, with or without fluorescence in the flagellum. (i
iv) Images of sperm with different Tyr-P patterns: (i) Patterns 1 and 3; (i) Pattemn 2; (ifi-iv) Pattern 3. Scale bar equivalents to 10 pm. b) and c) Tyr-P levels in boar
sperm at 1 and 4 h of incubation in TALP medium, respectively. Different letters (a, b, ¢, d) indicate statistical differences between experimental groups in the same
type of pattern (p < .05) (n= 6). Data expressed as mean = SEM.
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the following criteria (Fig. lal: (i) non-capacitated sperm: bright fluo-
rescence ower the antire cperm head and pozitive mid-piece of the tail;
and (ii) capacitated sperm: fluoreccence in the equatorial segment and
mid-piece of the mil but no Huorescence (dark) in the post-acrosomal
region of the head (Cervantes et al , 2003; Ded et al., 2000; Ded ot al |
2019; Gresn =t al | 1994 Jimenes ot sl 3005)

2.4.2. Bvaluation of gyrosine phosphorylation (Tyr-P} sperm location by
indirect immunofluarescence

Semen samples were centrifuged and washed with PBE (phoaphate-
buffered saline, Sigma-Aldrich® Madrid, Spain) for 10 min at 270 g a
room temperature (Luno =t al, 2013). The sperm were fixed in 2%
paraformaldehyde for 60 min at 4°C, and then centrifuged under the
conditions: mentionad above, blocked with 2% BGA-PBS, and left to
incubate overnight at 4 °C in a humid chamber {Lufo et 2l 20013 Later,
the sperm were centrifuged for 10 min at 270 g at 4 °C and re-suspended
in PBS. Smearn were taken on slidez and alloweed to dry in a thermoplate
at 38.5° C. The cdlides were then incubated for 1 h at 4 °C with anti-Tyr-P
monoclonal antibodies az the primary antibody (4010, Millipore,
Temecula, CA, USA), at a dilution of 1:300 in 0.1% B5A in PBS. After
that, the clides were washed with PBS (3 » 5 min) and incubated for 1h
at 4°C with the secondary antibody (goat/anti-mouse-FITC Bio-Rad
Laboratories Madrid, Spain) at a dilution of 1:400 in 0.1% BSA. Subae-
quently, they were wathed with PBS (3% Smin) and mounted as
described previoualy (Lufioc =t al, 2013). The sperm wers evaluated
unider fluorescence microscopy (Leica® DM4000 Led, Wetclar, Ger-
many, 495,520 nm) counting at least 200 cell: par group.

The locationa of Tyr-P on the sperm were identified az described
previouzly (Luno =t al., 2013) (Fig. Za) (i) low level of capacitation
(pattern 1): sperm without fuoreccence or only in the acrosome, mid-
piece and/or flagellum; (i) medium level of capacitation (pattern 2):
fluorescence in the equatorial sub-zegment without labelling in the
acrosome area and with or without the presence of fluorescence in the
mid-piece and flagellum: and (iii) high level of capacitation (pattem 3):
sperm with fluorescence in the squatorial sub-cegment and the acro-
zome, with or without labelling in the mid-piece and flagellum.

2.4.3. Bvaluation of gyrosine phosphorylation (Tyr-F} by immuno-blotting

After incubation under the capacitating conditiona, the sperm were
centrifuged (Bppendorf Centrifuge S310R) in 1 mL of PBS at 700 g, then
samples were re-suzpended in Lasmmli sample buffer, heated for 5 min
at 100°C and centrifuged once more. The resulting supematants were
supplemented with 5% [Fmercaptoethanol (2-mercaptoethanol Sigma-
Aldrich® Madrid, Spain) and heated again for 3min at 1007 C. Protein
extracts equivalent to 2 « 10° sperm were loaded per lane and subjectad
to SDS-PAGE (Lasmmli, 1970) and electro-trancfer to immuno-blot
PVDF membranes (Bio-Rad Laboratories Madrid, Spain) at 250 mA for
O0 min on ice (Navarrete =t al_| 2015).

The antibodies used were anti-Tyr-P primary antibody (4010, Milli-
pore, G4, USA) and secondary antibody (goat/ant-mouz=-PITC Bic-Rad
Laboratories, Madrid, Spain), both diluted to 1:10,000 in 1% BSA and,
as the loading control, anti-froabulin (T0193, Sigma-Aldrich®, Madrid,
Spain) waz diluted to 1:5000 in 1% BSA. To thiz end, PVDF membranes
were stripped at 60°C for 20 min in 2% SDS, 0.74% fFmercaptosthanol,
and 62.5 mM Tria, pH 6.5, and then washed five times for 5 min each in T-
TES. Blot were vigualized by chemiluminescence (Amersham Imager
600, OF Healthcare] using Pierce® ECL 2 Weatern Blotting Substrate
(30,196, Lumigen Inc., Southfield, MI, USAL The relative amount of
zignal in each membrane war quantified uzing Imagefuant TL wE.1
zoftware (OB Healthcare, Life Sciences, Buckinghamshire, UK) (Maw-
arrete =t al | 2015; Soriano-Ubsda et al | 2017 Soriano-Ubsda =t al

2019). Molecular weights were exprecsed in kIla.

2.4.4. Analysiz of sperm morilicy
The motility parameters analyzed were: total and progressive
muotility (%), curvilinear velocity (WCL, pm,z), rectilinear welociny ( V5L,
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im,z], average speed (VAP, tm,/z), linearity index (LIN, %), straightneas
index (S5TR,%), occillation index (WOB, %), average amplinade of the
lateral displacement of the head (ALH, pm), and beat-cross frequency
[BCF, Hz). To determine that a spermatozoon waz motile and progres-
give, the following criteria were conzidered: VAP =10 pm/z and STR
=45%, regpectively. Motility determinations were made at 25 framec
per zecond for one second (25 images).

A sample of 4pL waz placed in a warmed (38.5°C) chamber
(SpermTrack20®, PROISER R+DEL, Valencia, Spain) and a 10w
objective negative-phae in phase-contrast microscope (Leica® DME,
Wetzlar, Jermany) and digital camera (Bacler Vision, Ahrenchurg,
Cermany) were used to perform the evaluations. The modlity parame-
ters were Jetermined using the ISAS® software System (PROISER
R+ DEL, Valencia, Spain).

2.45. Bvoluction of sorosome integrity and vimhilisy

The sperm zamples were centrifuged after incubation with PBS for
10 min at 270 g at room temperature with the concentration adjusted to
13 10° gperm /ml. Subsequently, 10pL of the sample were placed on
clides for air drying and then permeabiliced and fixed with 100%
methanol for 10 min at room temperature. After waching in PBE, the
cperm were incubated with 200 mg/mL of Arackiz hypogeea lectin (PNA-
FITC, Sigma Aldrich®, Madrid, Spain) for 10 min at 37°C under dark-
nezz, and washed three times for 5 min in PBS. The camples were eval-
vated under flucreccence microscopy (Leica® DM4000 Led, Wetzlar,
Cermany, 495/520nm) counting at least 200 cells per group. The
spermatozoa were clazsified az follows: (i) intact acrosome with gresn
fuorescence; and (ii) acrosome damage without Huorescence.

To assess viahility, the sperm concentration was adjusted to 10 = 10°
cperm/ml and the zamples were incubated with 20 pL of 0.5 mg/mL
propidium iodide (P-4170 Sigma Aldrich®, Madrid, Spain) for 10 min at
57°C under darkness. The spermatosoa were claggified az: (3) dead
cperm: red stained head; or (i) live sperm: without fluorescence. Sam-
plez were evaluated under fluorescence microscopy (Leica® DM4000
Led, Werzlar, Oermany, 495,/520 nm) counting at least 200 cells per
group.

2.5 In vitro manmration of cocytes (TVM)

Omnce the ovaries were washed, follicles measuwring 36mm in
diameter were punctured uzing 10-ml sjringss with a  oterile
1.2 « 40 mm needle (318). The porcine follicular fuid (PFF) waz
collected in 15mL mbes, placed on a thermal plate (33.5°C), and
allowed to incubate from 5 to 10 min to obtain a pellet. The pellet waz
wazhed in PBS at 38.5 ° C and depocited on a Nunc® plate. To obtain the
oocytes, a gtereo-microacope (Mikon SMZ-104, Japan) and prefabricated
glasz Pasteur pipette were used to aspirate the oocyte-cumuluz cells
complex (COCz). Oocytes with homogeneousz cytoplazm and at least
three layers of cumulus cells were selected. The COCz (50-55 per well)
were incubated in 500 ul of NCEU-372 medivm (MNorth Carolina Staie
Univernity-37: 108.73mM MaCl, 25.07mM NaHCO,, 4.78mM Kcl,
1.19mM EH,PO, 119mM MgSOe7H,0, 1.70mM CaClezH.0,
5.55 mM glucose, 1 mM glutamine, 12 mM D-Sarbitol, 0.1 I penicillin
3, 0.034 mM streptomycin, supplemented with 0.57 mM cysteine, 1 mM
dibutyryl cAMP, 5 g /mL ingulin, 50 uM f-mercaptoethansl, 10 IU/mL
equine chorionic gonadotopin (eC0; Poligon; Intervet Intemational),
10 IU/mL hiCO (Weterin Corion, Divaza Farmavic), and 10% PFP (v/v1)
previoudly balaneed for 3 h at 38.5°C//5% €Oy for 20-22h in a Nuncl 4-
well dish. Subsequently, the COCa were transferred to 500 pL of NCSU-
57b medium free of eC0, k0O and dibutyryl AMPc, where they were
incubated for another 20-22 k under the zame conditions (Petters and
Wella, 19930

26, In vire fertlizmion (TVF)

After IVM (4044 h), the cells from the cumuluz were removed by
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Fig. 3. Effect of different concentrations of GSH during capacitation on sperm Tyr-P analyzed by immuno-blotting: a) and c) show representative Westemn blots of
Tyr-P from capacitated sperm at 1 and 4 h, respectively, using different concentrations of GSH. p-tubulin was used as the loading control. Red baxes indicate Tyr-P
analyzed in the p32 and pl8 bands. Graphs b) and d) indicate the relative amount of Tyr-P signals in p32 and p18, semi-quantified by ImageQuant TL v. 8.1 software
(GE Healthcare, Life Scences, Buckinghamshire, UK) (n = 4). Data expressed as mean < SEM. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this articdle.)

mechanical stripping and transferred to another 4-well dich. Prior to
gamete co-incubation, the sperm were cubjected to Percoll® selection,
az dezcribed above. The cocytes wers co-incubated in TALP with 1 = 10%
selected aperm per ml in 0-G5H, 0.5-G5H, 1-G5H and 5-05H conditions
for 4h acr 38.5°C/5% OOy Subsequently, they weere tranzferred to
500 |.IL of TALP, O5H-free, fnﬂrt]:l::\:m.aining 14 k of incubation (Petizrs
and Wells, 1993; Rath =t al | 1999). After incubation, putative zygotes
were gtained for evaluation. Briefly, thooe putative cygotes were wached
in PBS supplemented with 1 g/L of polyvinyl alcohol (PBS/PVA) and
fixed in glutaraldehyde (0.5% in PBS) for 30 min (Ye =t al., 2002). Next,
they were wathed for 5min in PBE/PVA and ctained with 1% Hoechat
(bichenzimide H trihydrochloride 33,342, Sigma-Aldrich®, Madrid,
Spain) (¥e et al | 2002) in PBS for 15 min under darkness. Finally, they
were mounted on clides and svaluated under fluorescence microscopy
(Fig. 5a) (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Oermany, 460,490 nm) { Lopez-
Ubeda et al, 2017).

The parameterz evaluated were: penetration rate (percentage of
oeCytEn p-:nurated. b_l,r at leact one spermatosoon), MOonoSpermy rate
(percentage of cocytes penetrated by only one spermatozoon from total
penstrated) and IVP eficiency rate (percentage of oocytes that were
penetrated and monospermic from total number inceminated).

2.7, In vitro embryo culiture

At the end of the 13 h post-incemination period, the putative sygotes
were trancferred (—30 embryos per group) to MCSU23a medium
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(10573 mM NaCL 25.07 mM NaHCOg, 4.76mM KCL 1.19 mM KH,PO,,
1.19mM Mgi07HyD, 1.70mM CaClyeZHy0, 0.5 mM sodium pyru-
wate, SmM sodium lactate, 1 mMi-Olutamine, 7mM taurine, 0.11IU
penicillin G, 0.034mM otreptomyein, 0.087 mM insulin and S0pM
[-Mercaptoethanol), supplemented with 5mM hipotavrine, 0.4% BSA-
PAFP, 1% MEM {non-esential amino acids), and 2% BME (essential
amine acids), and incabated ar 38.5°C/5% €Oy and 7% oxygen for
22-24 h (Petters and Wellz, 1993; Romar et al., 2015

Afterwards, the percentage of cleavage was evaluated and only those
embryos that pregented 2-4 cells were tranzferred to NCSU25b medivm
(105 73 mM NaCL 25.07 mM NaHCOq, 4.76mM KCL 1.19 mM EH,PO,,
1.19mM Mg’SDﬂTHzﬂl 1.70mM CnClz-El‘]zD, 5.55 mM :u—glu:nu,
1 mM 1-Glutamine, 7 mM taurine, 0.1 IU penicillin G, €.034 mM strep-
tomycin, 0087 mM insulin and 50 M f-mercaptoethanal), mupple-
mented with hipotaurine (5 mM), BSA-FAF (0.4%), MEM 1%, and BME
2%, for another 120 h under the same conditions to complete 7 dayn of
post-inzemination development (Petters and Wells, 1993

Finally, the blastocysts obtained were photographed with a digital
camera (Mikon® D40, Japan) coupled to an inverted microscope
(Mikon® Diaphot 300, Japan). The diameter of the blastocysta photo-
graphed was evaluated with the Image)® program i(v. 1.48d open
software) (Rueden et al, 2017). Later, the blastocyats were stained by
Hoeacht (az explained above for the oocytes) to evaluate the towml
mumber of cells per blastocyat (under fluoresceance microscopy, Leica®
DM4000 Lad, Wetclar, Germany, 460,490 nm].
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Evaluation af sperm motility by the CASA system at 1 {a) and 4 b (k) of sperm incubation under capacitating conditions with different concentrations of GSH. Total and
progressive motility (%), carvilinear velocity (VCL, pm/s), rectilinear velocity (W31, pm/s), average speed (VAP, pm/s), linearity (LIMN, %), straightness (STE, %) and
ascillation indices (WOB, %), average amplitude of the lateral displacement of the head (ALH, pm], and beat frequency (BCF, Hz) were all analyzed. Different letters (a,
b} in the same column indicate statistical differences {p < J05) (n= 9. Data expresed as mean £ SEM.

al

[mmM] GEH Total Motlity (3] Frogrrive hotility (%] VCL () WEL () VAF (pms)
Coatral 54.22+ E4T* 4200+ 4.99° T4TEE 4.21° 41.33+ 281" 5133+ 210
] 5956+ 6T 4678+ 538 7133+ 4.95° 36.00+ 4.1 4622 + 334"
1 EEEI+ EEI" 4233+ 532" B2O0+ 4.5 47.00+ 247" 54,89 £ 307"
] a4+ 62T 3378+ 476" BALGT £ BT 47.33 + 3.79° 5E.00 £ 340"
[mM] GSH LEN (%) TR (%) WOH (3] ALH (pm] BCF (Hz)
Coatral G178+ 412 B3.22+ 255 G780+ 3.86" 133007 1267 £ 107
05 5156+ 4.28" 77+ g0 BAGTE 357" LET£017" 10.44 + 0sg"
1 311+ 372 Bl &= 214" GETHE 3.21% 1.56=0.18* 1211 £ 1.0
5 EOLEIE 474 B1.11+ 261* GATHE 3.41% 1.78+0.15* 12.89 137
bl

[mmM] GEH Total Motility (36] Pregressive Motility (%) WL {pm,fs) WEL (pows) VAF (pms)
Coatral 0.7A+ 385 10.33 = 158" 65.11 + 5.47% 2944+ 214 36,00 + 225
as 256 140 13.56 = 099 75.44 £ 7,708 3189+ 2345 40,89 = 1064
1 57 1.61% 15.11 = 1.79** 90.22 + 10.69* 3211+ 3.96* 4811 341"
] 3500+ 248" 19.00+214" TOL44 £ 544" 24,00+ 146" 4222 £ 597"
[eaM] GEH LIN (%) STR (%) WOR (%) ALH (pm) BCF (Hz)
Coatral 68T+ 486" 6433+ 451" 5411+ 4.10% 1.56 = 0,69 aFe+ 112"
o5 4544+ 733" TOET + 66T G4.78 + 4.72% 1.22+0.15 957+ OS5
1 4133+ BTE" 66,78 £ 7.09" 5556+ 678" 1.78 +0.28" 1100+ osn®
5 3656+ 7.0 64,44 £ 576 54.67 + 5.5 133+0.17" 00+ 073

2.8 Seativtical enalyses

Diata were expressed az means + standard ermror of the mean (SEM).
The CTC (n=17), Tyr-P (n=10), wiability (n=6) and acrosomal
integrity (n= 4) data were analyzed uzing the general procedure for
linear repeated measures. Diferences were conzidered statiztically aig-
nificant at p < .05, When resultz were gignificant, valuez were compared
uzing the Tukey-HSD multiple comparison post-hoc test. The data on IVF
[penetration, monospermy and efficiency (n= 511, and in vito embryo
culture [cleavage and blastocyst rates (n= 5) (represented as percen:-
agez)] were compared using a Chi-squared test, considering Bonferroni
correction. The motility data (n=9) were analy=ed by a onsway
AMNOVA. When that ANOVA revealed a zignificant effect, values were
compared by a Tuhkey-HSD multipls comparicon post-hoc tect. The
diameter of the blastocyots and the number of cells per blastocyat were
analyzed by a Erozkal-Walliz test. When differences were obaerved, the
groupa were compared with a Tukey's rangr post-hoc tese Differences
were congidered statictically significant when p o« 05. All statistical
analyzes were performed wming RSnsdic® otatistics sofware vercion
1.2.5001.

3, Resultz
5.1. Effect of O5H concentration an sperm capacitation steies

5.1.1. Bvaluation by coleiwm comportmentalization by TG

Changes in calcium compartmentalization (related with the capaci-
tation sperm otatuz) between experimental groups were observed only
after 4h of incubation (Fig. 1b). The highest walue was found in 1-05H
group (47.71 4+ 5.62%), cignificantly different from the rest of the
experimental groupa (C: 37.53 + 5.79%; 0.5-05H: 25.65 4 5.60% and 5-
05H: 21.71 4 6.64%, p < .05). The sperm calcium compartimentaliza-
tion was significantly lower in the 5-05H group compared with the
control (p < J05).

3.1.2. Immunolocalization of Tyr-P sperm proteins
The resultm for the Tyr-P patternz in the capacitated sperm are
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presented in Fiz. 2. After 1h of incubation (Fiz. 2b), a higher lewvel of
pattern 2 (meadivm level of sperm capacitation) was found in all GEH
groupz (0.5-05H: 63.17 4 1.55%; 1-0GH: 55.00+ 1.60% and 5-05H:
59.00 + 1.55%) compared to contrel (32.50+ 1.57%) (p< .05), with
the 0.5-05H group having the higheat values. Howewver, pattem 3 (high
lewel of operm capacitation) was significantly greater in groups 1-05H
27.83+ 1.60%) and 5-03H (28.17 + 1.55%), compared to control
(1967 + 1.56%) and 0.5-05H (15.50 + 1.60%) (p < .05) (Fig. Zb).

After 4 h of incubation, pattern 1 of Tyr-P was significantly lower in
the 0.5-05H (17.10 + 5.15%) and 1-35H (13.34 + 5.06%) groupa than
contol (38.00 + 5.10%) (p < .05), while results for the 5-05H group
(21.60 4 5.20%) was statistically similar to all groups. Patterns 2 and 3
were expresged similarly among the experimental groupa.

3.1.3. Analysiz of sperm Tyr-P by Western bloe

Sperm Tyr-P in p32 and p15 were evaluated by inmune-blot (Fig. 3.
The Tyr-P cignal were similar bepween different experimental groups
after 1 h or 4 h of incubation either in p32 or p1& bandz.

3.1.4. Analysiz of sperm mosility

The result for sperm motility are chown in Table 1. There were no
differences among the experimental groups for any of the parameters
evaluated after 1h of incubation (Table 1a). Howewver, after 4h of in-
cubation (Table 1b), differences wers found for both total and pro-
gressive motility. In both cases, the highest values correspanded to the
5-05H group and the lowest to the control group (p < .05), while for
the 0.5- and 1-05H groupe, total and progressive motility were statiod-
cally cimilar to the control and 5-05H groupa.

3.1.5. Sperm acrosome integrity and viabiliy
Sperm acrosome integrity and viability wers not affected by OSH, a2

no zignificant differences were found between the experimental groups
and the control group after 1 h or 4 h of incubation (Fig. 4a, bl

3.2 Effect of G5H on in vitro fertilization (TWF} and [ater embryo culture

The effect of G5H on IVP iz chown in Fig. Sb. The percentages of
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Fig. 4. Evaluation of sperm acr I integrity (a) and viability (b) after incubation under capacitating conditions (1 and 4 h) with different concentrations of GSH.

Sperm acrosomal integrity (n— 4) and viability (n= 6) were evaluated by PNAFITC and propédinm iodide, respectively, under fluorescence microscopy. Data
expressed as mean + SEM.
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penstration, monospermy and efficiency in the control group were
32.1%, 45.0% and 15.45%, recpectively. These parameters were
zignificantly higher in the 1-05H group (47.2, 66.3 and 31.25%)
compared to the other experimental groups and contrel (p < (05). The
. Ga) did not differ significantly
among groups (Fiz. & b). Only a significant increage in the blastocyot rate
(%) wan oboerved (Fig. 6b) in the 0.5-35H (45.2%) group with recpect to
the 5-05H (34.1%) group (p < .05), but not to the other experimental
groupa. Regarding the diameter of the blastocyots (pm), the only dif-
ference oboerved was berween the 0.5-G5H (380.00 pm) and 5-05H
{357.50 pm) groupa {p < .05]) (Fig. &c). The total number of cellz par
blastocyst was zimilar among all the experimental groupa (range:
49.00-58.50) (Fig. 6d)L

cleavage rate of the putative zygotes |

4. Diseussion

In zome cagses, ARTa require preparing the gperm for artificial
inzemination or IVF protocols, including sperm capacitation, since this iz
necessary for succesaful fertilization. This process haz been described az
the phyniological and biochemical modification of cperm during their
trangit through the famale reproductive tract to acquire fertilizing ca-
. 20
, 201 1). Thiz process can be performed in vitro but for thege

200

1: Mavarrete et al. | 2015 Olivera et al.
sperm changes to develop correctly in this scenario the redox myatem iz
of ezgential importance becavse cxidative stress ic generated during the
Z004). During

process of cperm preparation and capacitation (Ford,

capacitation, sperm produce HyOy (Lewis and Aithen, Scarlata

E Rodrigues Tobde et ol

a)

X , 20
antioxidant defences detrimental effects have been zeen to appear
[Agar 2014). The pregent ctudy chows that uzsing G5H az an
antioxidant agent modulates the parameters and capacitation statuz of
boar sperm. Thiz modulation waz ceen to differ depending on the time
and the 05H concentration used. Moreover, IVP cutput and later embryo
development were aloo geen to be modulated by the O5H concentration
when added during gamete interaction.

01, which increases Tyr-P (reviewed by (Scar

am 1. When ROS production overcomes the sperm’z

ral

The effectn of O5H on such sperm parameters az calcium compart-
mentalization, Tyr-P location, and metility in our study confirm the
maodulating role of G5H on sperm capacitation. Calcium iz known to play
an important role in gperm functionality (Freitas =t al | 2017; Navarrete
et al, 2015). In thiz regard, our regultzs show that calcium compart-
mentalization iz modulated by G5H, and that adding 1| mM increazed the
lewel of capacitated operm after 4h of incubation in capacitating media.
In contrast, the treatment of cperm with 5 mM of G5H during 4 h under
capacitating conditions: exerted an inhibitory effect on capacitation, az
analyzed by CTC, though wiability and acrosome integrity chowed no
differences with respect to control Thiz inhibitory effect when high
concentrations of G5H were adided agrees with the fact that other anti-
oxidants modulate the capacitation status (Spinaci
that not only cperm calcium compartmentalization, but also Tyr-P, ic
espential for sperm capacitation. The importance of Tyr-P location in

2013), given

cperm has been reported previously and amociated with capacitation
statug in different scegments of the oviduct (Lufio =t 2013). Research
haz showm that OSH i oynthecized by oviductal epithelial cell: and
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IVF Evaluation

|[mM] GSH N° of Evaluated Qocytes

Penetration (%)

Monospermy (%)  Efficiency (%)

Control 233 751
0.5 1IR3 61/

| 176 83/

5 220 56/

233 (32.1)* 36/75(48.0)* 15.45*
183 (33.3) 30/61(49.2) 16.39°
176 (47.2)0 55/83 (66.3) 31.25%
220 (25.5)* 27 /56 (48.2) 12.27*

Fig. 5. Effect of the presence of GSH during gamete interaction on IVF output. a) Representative images for IVF evaluatic
(ii) penetrated oocyte (manospermic); (iii) penetrated oocyte (polispermic). S — sperm, MP — metaphase plate, PB < polar b
0 pm. b) Results showing the effect of the different concentrations of GSH on IVF. Different letters in the same column (a, b) indicate statistical differences

(i) non-penetrated cocyte (metaphase [1)
iy, P = pronuclens. Scale bar equivalents

.05) between experimental groups (n = 5). The parameters evaluated were: penetration rate (percentage of oocytes penetrated by at least ane spermatozoon),

monospermy rate (percentage of cocytes penetrated by oaly one spermatazoon from total penetrated) and IVF efficiency rate (percentage of oocytes that were

penetrated and monospermic from total number inseminated).
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secreted into the ubal fluid 2z well (Gardiner et al | 1995). This explains
that sperm capacitation may be modulated by OSH secretions in the
oviduct. The precent study showed that the effect of adding different
concentrations of 05H affects Tyr-P operm location after both 1 hand 4h
of incubation. All theoe regults indicate a biphazic affect on the rediz-
tribution of intracellular calcium and Tyr-P location in sperm that iz
dependent on the concentration of G5H. Therefore, we can hypothesize
that unider in vitre capacitation conditionz, a low concentration of O5H
(0.5 and 1 mM) can balance ROS production and, therefore, lead wo
adequate zperm capacitation without impairing viability or acrosome
integrity. At a higher concentration of OSH (5mM), howewer, ROG
production may be prevented or reduced, thus impeding the process of
zperm capacitation. Thiz finding could concur with the higher total and
progrescive motility oboerved after 4 h of incubation when 5 mM of G5H
waz added, compared to the control group. Other antioxidants are
known to protect cell mitochondria from lipid peroxidation by oxygen-
free radicals (Juo et al., 2013; Jia et al, 2015), 2o we hypothegized that,
in addition to inhibiting or delaying sperm capacitation, a higher con-
centration of 35H may protect the sperm’s mitochondria

It i important to note that gperm capacitation regultz in the ability of
zperm to undergo AR in the precence of the zona pellucida (Stival et al |
2016} CTC evaluated by fluorescence microscopy iz a good predictor of
the percentage of AR after ZP-induction (Died =t al | 2019). In thiz gense,
the I¥F results obtained in the pregent study concur by chowing higher
IVF efficiency when 1 mM of G5H was used. Additionally, the oocytes
were exposed to O5H during gamete co-incubation, o our fertilization
rezults would also have been influenced by thiz. G5H supplementation
haz been shown to reduce sxceszive ROS levels in porcine oocytes (Zhou
et al, 2019), and may prevent lipid peroxidation in the cocyte mem-
brane by removing excess ROS in the medium (Biggers, 1993). Similar
rezulin have been obtained in other species —guch 2z mice— where adding
1 mM of G5H in IVF media, but not a higher concentration, improved
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fertility rates ([zhizuka et al | 2013).

Our recults indicate that G3H supplementation during gamete co-
incubation had no effect on deavage or blastocyst development.
Because early-gtage embryos are leos regiztant to oxidative stwess {Cuerin
et al, 2001), incorporating antioxidant agents not only during gamete
corincubation but alzo in the culhire media may be beneficial by
increasing the development rate of embryos. Other authors have
demonztrated that adding G5H directly to the embryo culture media
after IVF (Ozawa et al., 2006) or ICEI (Li =t al., 2014) improves blagto-
cyzt development rates. The only difference obtained in embryo devel-
opment in the present ctudy was that G5H at 5 mM decreased blastocyst
rates and the diameter of the blastocyots compared to adding 0.5 mM.
Theze G5H concentration-dependent differences havre been obaerved in
other studies, indicating that high O0SH concenwations in the media
could have a detrimental affect on embryo development (Izhizuka ecal |
2013). The explanation of this phenomenon, however, iz otill unclear,
and exceszive G5H concentrations may be detrimental to developmental
competence (lzhizuka et al | 2013).

5. Conelusion

The addition of 35H, modulates protein tyrosine phosphorylation
patternz and reorganization of calcium in boar sperm in a doze-
dependent manner. Furthermore, the efficiency of IVF and the subse-
quent development of the embryo, are aloo modulated by the concen-
trationz of G5H when they are added during gamete interaction
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7 = Control

Cleavage Blastocysts

GSH [mM)

Fig. 6. Effect of the presence of GSH during gamete interaction on in viro embeyo culture. a) (i) Embryo in the 2-cell stage evaluated at 42.44 h post-insemination
(bright field micrascope); (i) measure of blastocyst diameter using Image) software; (iii) expanded bl yst stained with Hoechst 33342 (fl ence micrascope).
Scale bar equivalents to 70 pm. b) Percentage of cdeavage and total blastocysts. ¢) Diameter of the blastocysts (pm); and d) total number of cells per blastocyst.
Number of zygotes evaluated by treatments: control (164); 0.5.GSH (172); 1.GSH (156); 5GSH (165). The percentage of blastocysts was calculated from cleaved
embryos. *Indicates statistically significant differ between experi 1 groups (p< .05) (n = 5).
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