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Resumen 

Los espermatozoides, en el tracto reproductor de la hembra, experimentan cambios que se 

conocen como capacitación espermática, requisito para poder fecundar el ovocito; estos 

cambios están regulados por el sistema redox. Por otro lado, algunas tecnologías de 

reproducción asistida requieren la capacitación en condiciones in vitro y ha sido necesario el 

uso de antioxidantes, lo que puede modificar las condiciones de óxido-reducción del sistema. 

Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes 

concentraciones de GSH como agente antioxidante durante la capacitación de 

espermatozoides de cerdo, evaluando la compartimentación del calcio, la fosforilación de 

tirosinas (Tyr-P), movilidad y viabilidad, integridad acrosomal, penetración, monospermia y 

eficiencia de la fecundación in vitro (FIV), así como el desarrollo embrionario, división, diámetro 

de los blastocistos y número de células. Se hicieron cuatro grupos experimentales con 

diferentes concentraciones de GSH (0, 0.5, 1 y 5 mM). Cuando se añadió 1 mM de GSH al 

medio, los espermatozoides capacitados (compartimentación del calcio) aumentaron después 

de 4 h; la localización de Tyr-P se modificó a 1 h y 4 h de incubación, dependiendo de la 

concentración de GSH. La movilidad espermática total y progresiva también aumentaron a las 

4 h de incubación, 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 adición 

de GSH durante la interacción de gametos aumentó las tasas de penetración, monospermia y 

eficiencia en el grupo de 1 mM de GSH en comparación con los demás. Sin embargo, el efecto 

de GSH no se observó en las tasas de división y el desarrollo a estadio de blastocisto en 

comparación con el control. En conclusión, el GSH modula la capacidad de los espermatozoides 

en función de su concentración y mejora la producción de FIV en 1 mM de GSH durante la 

interacción de gametos.  

Palabras clave: Cerdos, ERO, estado redox, reproducción, producción animal,   
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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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1. Introducción 

El proceso de capacitación espermática en los mamíferos es un tema que se ha estudiado 

profundamente. Sin embargo, aún surgen preguntas sobre este fenómeno, específicamente 

en el cerdo por ser una especie de importancia económica, 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 reproducción sexual. Esta capacidad 

dependerá de que se lleven de manera adecuada, los procesos de diferenciación, 

maduración epididimaria, capacitación, interacción y penetración al ovocito, así como un 

desarrollo embrionario exitoso.  

Por lo anterior, mejorar las tasas de reproducción basándose en el conocimiento de su 

fisiología, lo convierte en algo primordial. El presente proyecto aborda la relevancia del 

estrés oxidante durante la reproducción asistida, mediante técnicas de fecundación in vitro, 

con la finalidad de demostrar la importancia del estado redox en la biología de la 

reproducción.  

1.1. Capacitación espermática 

Los espermatozoides deben experimentar una serie de modificaciones denominadas en su 

conjunto capacitación espermática, después de la eyaculación y durante el tránsito 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 reorganización 

de las proteínas de membrana, así como de lípidos, para proporcionar fluidez a la 

membrana, y la activación de los canales de HCO3
- y Ca2+ (Vadnais y Althouse, 2011; 

Gervasi y Visconti, 2016). 
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La entrada del HCO3
- y Ca2+ estimula a la adenilato ciclasa soluble (ACs), la cual, producirá 

AMPc a partir de ATP, activando a la proteína quinasa A dependiente de AMPc (A-PKA), lo 

que incrementa la fosforilación de tirosina (Tyr-P), favoreciendo, la hiperactivación del 

espermatozoide y la reacción acrosomal (RA). Estos eventos están asociados con la 

remoción de colesterol de la membrana (Cross, 2004; Gervasi y Visconti, 2016) y la 

remodelación del citoesqueleto a través de la polimerización de actina (Breitbart y 

Finkelstein, 2018; Gadella et al., 2008). Todos estos cambios permiten que los 

espermatozoides se unan a la zona pelúcida del ovocito e inicien la RA (Gadella et al., 

2008).  

 

 

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

la eyaculación, una población heterogénea de espermatozoides alcanza el tracto 
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reproductivo femenino. B) Solamente algunos espermatozoides logran alcanzar el oviducto. 

C) Únicamente el espermatozoide capacitado correctamente puede fecundar al ovocito. 

Espermatozoide muerto (gris), dañado (rojo), normal (azul), hiperactivado (verde-azul) y 

capacitado (verde) (López-Úbeda y Matás, 2015).  

 

Los cambios descritos se dividen en rápidos y lentos revisado por (Visconti, 2009). Los 

rápidos se asocian con el aumento en la concentración de HCO3
- y Ca2+, estimulando de 

esta manera la vía de señalización mediada por ACs y PKA, la activación de canales iónicos 

y cotransportadores, así 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 HCO3
- y Ca2+, resultando en un aumento de la fosforilación de tirosinas (Tyr-P), 

hiperactivación del espermatozoide y preparándolo 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 más característicos de la capacitación espermática 

(revisado por: (Aitken y Nixon, 2013). Sin embargo, los patrones y la distribución de la Tyr-

P son diferentes entre especies (Ruiz-Díaz et al., 2020). Por ejemplo, en el caso del porcino, 

la Tyr-P de la proteína p32 y p18 kDa del espermatozoide parece jugar un papel 

fundamental durante el proceso de capacitación (Dube et al., 2005). Particularmente en el 

cerdo, se ha reportado que la p32 y 18 son proteínas que, al fosforilarse, favorecen la 

fecundación; la p32 es aún materia de estudio ya que su mecanismo no ha sido 

completamente dilucidado, se ha considerado una proteína de unión a proacrosina. Por otro 

lado, la localización de Tyr-P en el espermatozoide también es relevante, ya que al observar 

mayor fosforilación de tirosina en las diferentes regiones (acrosoma, región subecuatorial, 

pieza intermedia y flagelo) el espermatozoide tiene una mayor capacidad de fecundar (Dube 

et al., 2005).  
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La hiperactivación (Claude Gagnon y Lamirande, 2006) es uno de los cambios más 

importantes de la capacitación. 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 pelúcida del ovocito (Tulsiani-DRP., 2006). Para esto, los 

espermatozoides mantienen gradientes iónicos precisos a través de su membrana 

plasmática regulados por ATPasas dependientes de Na+/K+ y Ca2+, así la alteración en la 

concentración iónica activa enzimas del acrosoma y enzimas relacionadas con los cambios 

en la movilidad (Gadella., 2008).  

La hiperactivación del flagelo se produce debido a que el Ca2+ se une a proteínas fijadoras 

en el brazo externo de la dineína, la cual se encuentra en la parte interna del flagelo (Inaba-

K., 2003). La dineína es responsable de la conversión de energía química a partir de la 

hidrólisis de ATP en energía mecánica para la movilidad (Claude Gagnon y Lamirande, 

2006). El Ca2+ 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+/Ca2+ (Darszon et al., 2001). La remoción del 

colesterol de la membrana plasmática del espermatozoide también puede activar 

directamente canales iónicos, aumentado la concentración de Ca+2 intracelular (Darszon et 

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

De igual forma, se ha descrito la posible participación de un cotransportador (NBC, por sus 

siglas en inglés Na+/Bicarbonate Cotransporter) (Demarco et al., 2003) posiblemente 

activado por el Ca2+ extracelular, el cual favorece la entrada de Na+ y HCO3
-, donde este 

último resulta fundamental para la activación de la enzima adenilato ciclasa soluble (ACs), 

la cual se encuentra soluble en el citosol, de esta manera aumenta la producción de AMPc 

(Darszon et al., 2011).  
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Así 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 específico de protones (Hv) (Lishko et al., 2010) regulado por el Zn2+, elevan 

el pH intracelular (de 6.0 a 7.5); dicho aumento es relevante ya que puede activar canales 

iónicos (Ca2+, Cl- y K+) favoreciendo la hiperactivación. Al mismo tiempo, el aumento en los 

niveles de AMPc activa a la PKA, estimulando la proteína tirosina quinasa TK, y ésta a su 

vez, la fosforilación de tirosinas, proceso que se asocia con la capacitación espermática 

(Figura 2) (Darszon et al., 2011).    

 

 

Figura 2. Serie de acontecimientos que suceden durante la capacitación espermática. La 

albúmina remueve el colesterol de la membrana de los espermatozoides, lo anterior puede 

activar directamente los canales CatSper. La activación del cotransportador NBC 

(posiblemente activado por Ca2+ 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 

activación del canal de protones (HV) (por eliminación de Zn2+) aumentaría el pHi, de esta 

manera también se activan los canales CatSper y SLO3. El aumento general de Ca2+ 

favorece la glucólisis y la actividad del axonema, resultando en la hiperactivación. También 
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existen otras maneras de movilizar Ca2+ como: PMCA4, SPCA1 y canales [receptor IP3 

(IP3R), receptor de rianodina (RyR)]. También, el aumento de AMPc activa la PKA, 

favoreciendo la fosforilación de tirosina (Darszon et al., 2011). 

 

La energía de los espermatozoides es producida en la mitocondria por respiración aerobia 

y en el flagelo por glucólisis y ciclo de las pentosas (Visconti, 2012). Estos procesos 

involucran reacciones de óxido-reducción, por lo que los mecanismos de defensa contra la 

oxidación deben estar en equilibrio. Aunque las especies reactivas de oxígeno (ERO) son 

esenciales para la capacitación espermática (Ford, 2004; Aitken, 2017), se sabe que un 

exceso de ERO es dañino, 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 vías de 

señalización directamente asociadas con la capacitación (Guthrie y Welch, 2012; Ford, 

2004; Aitken y Drevet, 2020). Por ejemplo, el peróxido de hidrógeno (H2O2), resultante de 

la dismutación del anión superóxido, puede aumentar la Tyr-P inhibiendo a la enzima 

tirosina fosfatasa (TP). Esta última, tiene un residuo de cisteína que debe permanecer 

reducido para preservar su actividad. Entonces, cuando H2O2 está 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 preparación para la fecundación in vitro (FIV), los 

espermatozoides están expuestos a condiciones de oxidación como: la luz, el aumento en 

las concentraciones de oxígeno, cambios en el pH y temperatura, además de la eliminación 

de plasma seminal, la cual es una fuente de antioxidantes (Barranco et al., 2015; Martin-

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

2.1. Glutatión 

Desde el punto de vista químico, el glutatión (GSH = L-γ-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 aminoácidos: ácido glutámico, glicina y cisteína, el cual, juega 

un papel decisivo en el mecanismo de defensa intracelular frente al estrés oxidante 

(Sarrasague et al., 2006).   

 

Figura 3. A) estructura de aminoácidos del glutatión reducido (GSH). El GSH está 

constituido por tres aminoácidos: glutamato, cisteína y glicina. B) glutatión oxidado (GSSG). 

El GSSG está compuesto por dos moléculas de glutatión unidas por un puente disulfuro 

formado por las cisteínas (Martínez-Sámano et al., 2011). 

 

La concentración de GSH oscila en el rango de 1 a 11 mM en células de mamíferos en 

general (Garcia-Gimenez et al., 2013; Lu, 2013). Por otro lado, estudios más especializados 

en células espermáticas han reportado una concentración de: 3.84 ± 0.21 nM/108 

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 concentración citosólica de GSH en células de 

mamíferos representa entre el 70 y el 85%, mientras que la concentración nuclear y 
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mitocondrial representan entre el 15 y el 30% restante. De igual manera, han reportado un 

pequeño porcentaje en retículo endoplásmico (Garcia-Gimenez et al., 2013; Lu, 2013). 

El GSH tiene importantes funciones como antioxidante, siendo parte fundamental de la 

destoxificación de xenobióticos, así como para el almacenamiento y transporte de cisteína 

(Martínez-Sámano et al., 2011). Una función importante del GSH es mantener el potencial 

de óxido-reducción de la célula, ya que mantiene en estado reducido los grupos tiol de las 

proteínas, y así permite la generación de diversas cascadas de señalización intracelular; un 

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

El GSH es sintetizado en el citoplasma de las células por la acción consecutiva de dos 

enzimas: γ-glutamil-cisteína (γ-GluCys) sintetasa (también conocida como glutamato 

cisteína ligasa, GCL por sus siglas en inglés) y la enzima glutatión sintetasa. La primera 

utiliza glutamato y cisteína como sustrato para formar el dipéptido γ-glutamilcisteína, dicha 

enzima es considerada como un paso limitante en la síntesis de GSH, la segunda enzima 

utiliza la glicina para formar GSH (Lu, 2013). Posteriormente, el trifosfato de adenosina 

(ATP) es donador de energía para ambas enzimas. Finalmente, las concentraciones 

intracelulares de GSH son reguladas por la inhibición de la GCL, de esta manera existe un 

equilibrio celular entre la síntesis y el consumo (Figura 4) (Sarrasague et al., 2006; Martínez-

Sámano et al., 2011; Lu, 2013). 
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Figura 4. Síntesis de Glutatión (GSH-Glutatión reducido). La enzima γ-glutamil-cisteína 

utiliza glutamato y cisteína para formar el γ-glutamilcisteína, finalmente, la glicina en una 

reacción catalizada por la glutatión sintetasa, forma GSH. GCLC=Glutamato Cisteína 

Ligasa sub-unidad catalítica, GCLM=Glutamato Cisteína Ligasa sub-unidad reguladora (Lu, 

2013). 

 

Durante la destoxificación de las ERO, el GSH está involucrado en dos tipos de reacciones: 

la interacción no enzimática con radicales como el O2.-, óxido nítrico y OH•. También, 

participa proporcionando un electrón para la reducción de peróxidos en la reacción 

catalizada por la GPx (Fernández-Checa, 2008). El producto final de la oxidación del GSH 

es glutatión 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 así puede ser utilizado cuando se 

requiera (Figura 5) (Ralf et al., 2000). 
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Figura 5. Metabolismo del GSH, interacción enzimática y no enzimática para su formación. 

El producto final de la oxidación del GSH es GSH oxidado (GSSG) regenerado por la GR 

(glutatión reductasa) ésta transfiere electrones del NADPH al GSSG, reduciéndose a 

NADP+. El GSH extracelular y los conjugados S-glutatión son sustratos para la enzima γ-

glutamil transpeptidasa (γ-GT) formando productos que serán hidrolizados, separando de 

esta manera a los aminoácidos para síntesis de novo de GSH (Martínez-Sámano et al., 

2011). 

 

Por otro lado, durante la generación de conjugados S-glutatión por la glutatión S-transferasa 

(GST) o por la liberación 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 

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

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

transpeptidasa (γ-GT), la cual cataliza la transferencia del γ-glutamilo del GSH (o de los 
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conjugados S-glutatión) a una molécula aceptora y, por lo tanto, genera el dipéptido 

cisteinilglicina (o el conjugado S-cisteinilglicina) y el γ-glutamilo conjugado. El dipéptido 

cisteinilglicina puede ser hidrolizado por ectopeptidasas de cisteína y glicina, aminoácidos 

que posteriormente pueden ser transportados por la célula a través de transportadores 

específicos y participar en la síntesis 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 enzimáticos y no 

enzimáticos. En el primero, encontramos a las enzimas: superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX), y en el segundo, el glutatión reducido (GSH) 

(Quiroz y Bahena, 2008; Cárdenas-Rodríguez 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 metabolización de H2O2 , usando GSH como sustrato, para producir 

glutatión oxidado (GSSG), que se reduce posteriormente por la enzima glutatión reductasa 

(GR) para permitir que el GSH vuelva a tener su efecto antioxidante, este proceso es 

conocido como ciclo redox del glutatión (Aitken y Roman, 2008; Fernández-Checa, 2008). 

En las tecnologías de reproducción asistida (ART), la preparación in vitro del 

espermatozoide es esencial para una fecundación adecuada, el desarrollo del embrión y 

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

Se sabe que el estrés oxidante juega un papel clave en la función espermática, durante la 

preparación de las muestras en las investigaciones, se ha demostrado que la adición de 

GSH en algunas situaciones, tales como, congelación-descongelación del espermatozoide 

mejora la función espermática 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 adición de concentraciones altas de GSH puede inhibir procesos 

importantes como la capacitación espermática (Gadea et al., 2005). 
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3. Justificación 

El GSH se ha usado en espermatozoides de varias especies para mejorar su calidad 

durante su conservación a largo plazo como es la congelación (Gadea et al., 2005). Se ha 

reportado que en espermatozoides de humano y cerdo, la congelación disminuye las 

concentraciones de GSH (Gadea et al., 2004; Gadea et al., 2011), lo que pudiera ser la 

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

Gadea y col. (2005) encontraron en cerdo, que el GSH a 5mM (una concentración alta) en 

medios de descongelación, disminuye la viabilidad de espermatozoides capacitados, tanto 

respecto del control como de concentraciones más bajas (1mM); en contraste, más 

espermatozoides penetran al ovocito a concentraciones de 5mM provocando polispermia 

(Gadea et al., 2005).  

 

Por otro lado, al determinar la calidad espermática de espermatozoides de cerdos en 

medios de almacenamiento a 17C con GSH, se observó un aumento en la movilidad y de 

la integridad de la membrana plasmática, así como una diminución de malondialdehído 

(MDA) y de H2O2 con 1 mM de GSH durante 5-6 días de almacenamiento (Zhang et al., 

2016).  

 

De igual forma, se estudió el efecto del GSH durante la FIV y el desarrollo embrionario. Sun 

y colaboradores (Sun et al., 2015) reportaron en bovino que con 1, 3 y 5 mM de GSH, la 

calidad del embrión y la tasa de blastocistos mejoró. Específicamente, la tasa de 

blastocistos subió al 51% y los embriones con mejor calidad se desarrollaron con 3 mM de 

GSH. En otro estudio se demostró un aumentó en la tasa de FIV y la calidad del embrión, 
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así como una disminución 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 maduración in vitro (MIV), al agregar cisteína a 0.6 mM (este aminoácido es parte del 

tripéptido que forma al GSH (Lu, 2013). Se ha descrito en mamíferos, que durante la MIV 

ocurre el reinicio de la meiosis y para este proceso es necesaria la participación de ERO 

(Tiwari et al., 2016). Lo anterior, aumenta la tasa de división y número de blastocistos, 

demostrando que la síntesis de GSH podría ser un factor crítico 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 capacitación espermática, por lo que el GSH pudiera estar participando en la 

regulación de dicho proceso. 
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4. Pregunta de investigación 

¿Cuál es el efecto de la modificación del estado redox en la capacitación espermática, 

fecundación in vitro y desarrollo embrionario? 

5. Hipótesis 

El estado redox interviene en la fisiología del espermatozoide. Entonces, si se varía la 

concentración de GSH en el medio capacitante, se deberá encontrar una concentración 

óptima que permita modular la capacitación espermática, así como la fecundación in vitro y 

el desarrollo embrionario. 

6. Objetivo general 

Determinar cómo los cambios en el estado redox del espermatozoide a través de la adición 

de diferentes concentraciones de GSH al medio capacitante, influyen en la capacitación 

espermática, fecundación in vitro y desarrollo embrionario en la especie porcina.   

7. Objetivos específicos 

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

espermatozoides durante: 

 Capacitación espermática (analizando la compartimentación del calcio, Tyr-P, 

movilidad de los espermatozoides, integridad acrosomal y viabilidad, formación de 

grupos tiol (SH) y ERO). 

 Fecundación in vitro (penetración, monospermia y eficiencia). 



 16 

 Desarrollo embrionario (tasas de división y blastocistos, número total de células por 

blastocisto y diámetro).  
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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 biológico 

Para este estudio, se utilizó la fracción rica del eyaculado, proveniente de cerdos con 

fertilidad comprobada. Se obtuvieron un total de 37 eyaculados mediante masturbación 

(técnica de mano enguantada) de la empresa CEFU, SA (Alhama de Murcia, Murcia, 

España). Las muestras se transportaron al laboratorio a 17°C, protegidas de la luz. Los 

criterios de inclusión establecidos para el uso de los eyaculados fueron: movilidad total 

> 70%, espermatozoides viables > 90% y morfoanomalías ≤10%. 

Los ovarios se obtuvieron de cerdas prepúberes (El Pozo Alimentación SA, Alhama de 

Murcia, Murcia, España) y se transportaron al laboratorio en solución salina estéril a 38.5ºC. 

A su llegada, se lavaron con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB; 1%) a 38.5ºC. 

8.3. Capacitación espermática 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 solución (primero, Percoll 

al 90%, segundo al 45%, teniendo cuidado de no mezclar las fases) a un tubo cónico de 10 

mL. Finalmente, se agregaron 500 μL de semen a la parte superior del gradiente y se 

centrifugaron sin freno a 700 g durante 30 min a temperatura ambiente (Matás et al., 2011). 
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Para la capacitación espermática in vitro, la concentración de espermatozoides se ajustó a 

8 x 106 espermatozoides / mL en cada grupo experimental. Las muestras se incubaron 

hasta 4 h a 38.5ºC y 5% de CO2 en medio capacitante TALP (114.06 mM de NaCl, 3.20 mM 

de KCl, 0.50 mM de MgCl2•6H2O, 10 mM de lactato de sodio, 0.35 mM de NaH2PO4•H2O, 

5 mM glucosa, 25.07 mM de NaHCO3, 2 mM de cafeína, 8 mM de lactato de calcio•5H2O, 

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 equilibró previamente durante 

3 h a 38.5ºC / 5% CO2 (Rath et al., 1999).  

Dependiendo del grupo experimental, el medio TALP se suplementó con 0.5, 1.0, o 5.0 mM 

de GSH concentración final (0.5-GSH, 1-GSH, 5-GSH, respectivamente) (L- glutatión 

reducido). El control no contenía GSH (0-GSH). Las evaluaciones de los espermatozoides 

se realizaron después de 1 y 4 h de incubación en condiciones capacitantes.  

8.4. Estado de capacitación de los espermatozoides 

Para determinar el estado de los espermatozoides se analizaron los siguientes valores: 

Compartimentación del calcio (tinción de fluorescencia con CTC (clortetraciclina, Tyr-P 

(inmunofluorescencia y Western blot), la movilidad, la integridad del acrosoma y la 

viabilidad. 

8.5. Compartimentación de calcio mediante clortetraciclina 

(CTC) 

Se realizó la tinción con CTC basándonos en lo descrito por (Maxwell y Johnson, 1997). 

Los espermatozoides se resuspendieron en paraformaldehído al 12% y se mezclaron en 

una solución de CTC (CTC 750 mM en NaCl 130 mM, cisteína 5 mM y Tris-HCl 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 microscopía de fluorescencia (Olympus 
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BX51, Japón, 495/520 nm) contando al menos 200 células por grupo. La clasificación de 

los espermatozoides se realizó 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. Fosforilación de tirosina (Tyr-P)  

8.6.1. Localización por inmunofluorescencia indirecta  

Las muestras de semen se centrifugaron y lavaron con PBS (buffer de solución salina) 

durante 10 min a 270 g a temperatura ambiente (Luño et al., 2013). Los espermatozoides 

se fijaron en paraformaldehído 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 cámara húmeda 

(Luño 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 dilución 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-ratón-FITC Bio-Rad Laboratorio Madrid, España) a una 

dilución 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 (Luño et al., 2013). Los espermatozoides se 

evaluaron bajo microscopía de fluorescencia (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Alemania, 

495/520 nm) contando al menos 200 células por grupo. 
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La localización de la fosforilación de tirosina, se identificó según lo descrito previamente por 

(Luño 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 capacitación (patrón 1): espermatozoides sin fluorescencia o solo 

en el acrosoma, pieza media y/o flagelo; (ii) nivel medio de capacitación (patrón 2): 

fluorescencia en el segmento subecuatorial sin marcaje en el área del acrosoma y con o sin 

presencia de fluorescencia en la pieza media y flagelo; y (iii) alto nivel de capacitación 

(patrón 3): espermatozoides con fluorescencia en el segmento subecuatorial y el acrosoma, 

con o sin marcaje en la pieza media y flagelo. 

8.6.2. Inmunodetección en membrana (Western Blot) 

Después de la incubación en condiciones capacitantes, los espermatozoides se 

centrifugaron (Eppendorf Centrifuga 5810R) en 1 mL de PBS a 700 g. Después, las 

muestras se resuspendieron en tampón de Laemmli, se calentaron 5 min a 100ºC y se 

centrifugaron una vez más a 700 g. Los sobrenadantes resultantes se suplementaron con 

β-mercaptoetanol al 5% y se calentaron nuevamente durante 3 min a 100ºC. Se cargaron 

extractos de proteínas equivalentes a 2 x 106 espermatozoides por carril, a continuación, 

se realizó la electroforesis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) y electro transferencia a 

membranas PVDF (Bio-Rad Laboratorios Madrid, España) 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-ratón-FITC Bio-Rad Laboratories, Madrid, 

España), ambos diluidos 1:10.000 en 1% de BSA y, como control de carga, el anticuerpo 

anti-β-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%, β-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 señal en cada membrana se cuantificó utilizando el programa 

ImageQuant TL v8.1 (GE Healthcare, Life Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido) 

(Navarrete et al., 2015; Soriano-Úbeda et al., 2017; Soriano-Ubeda et al., 2019).  

8.7. Análisis de la movilidad espermática  

Los parámetros de movilidad analizados fueron: movilidad total y progresiva (%), velocidad 

curvilínea (VCL, μm/s), velocidad rectilínea (VSL, μm/s), velocidad media (VAP, μm/s), 

índice de linealidad (LIN, %), índice de rectitud (STR, %), índice de oscilación (WOB, %), 

amplitud promedio del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, µm) y frecuencia de batido 

(BCF, Hz). Para determinar que un espermatozoide era móvil y progresivo, se consideraron 

los siguientes criterios: VAP >10 μm/s y STR >45%, respectivamente. Las determinaciones 

de la movilidad se realizaron a 25 fotogramas por segundo durante un segundo (25 

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

Se colocó una muestra de 4 μL en una cámara precalentada a 38.5°C (SpermTrack20®, 

PROiSER R + DSL, Valencia, España) y se observó bajo un microscopio de contraste de 

fases a 10 aumentos (Leica® DMR, Wetzlar, Alemania) con una cámara digital (Basler 

Vision, Ahrensburg, Alemania). Los parámetros de movilidad se determinaron mediante el 

programa System ISAS® (PROiSER R + DSL, Valencia, España). 

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 concentración ajustada a 1 x 106 espermatozoides / mL. Posteriormente, se 

colocaron 10 µL de la muestra en un portaobjetos. A continuación, 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 microscopía 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 dañado: espermatozoide sin 

fluorescencia. 

Para evaluar la viabilidad, la concentración de los espermatozoides se ajustó a 10 x 106 

espermatozoides / mL y las muestras se incubaron con 20 µL 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 teñida de rojo; o (ii) espermatozoides vivos: sin 

fluorescencia. Las muestras se evaluaron bajo microscopía de fluorescencia (Leica® 

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

8.9. Cuantificación de Grupos SH 

El contenido de los grupos SH de las proteínas en los espermatozoides capacitados a 0 y 

4 h, fueron evaluados con el marcador 5-iodo acetamido fluoresceína (5-IAF), se utilizaron 

alícuotas de 5-10 x 106 espermatozoides/mL, las cuales se incubaron a temperatura 

ambiente durante 10 minutos en 5μL de 5-IAF de una solución stock de 500μM y se 

analizaron mediante citometría 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 concentración de grupo SH), alta fluorescencia (alta concentración de grupo 

SH) (Gadea et al., 2005). 
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8.10. Cuantificación de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

El contenido de ERO en espermatozoides se determinó mediante citometría de flujo usando 

ensayos con diacetato de diclorohidrofluoresceína (H2DCFDA) (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 

último será oxidado por las ERO resultando en un compuesto altamente fluorescente.  

Se utilizaron alícuotas de 1 x 106 espermatozoides en 1mL de medio capacitante TALP (sin 

suplementar) en tubos protegidos de la luz, a los que se les agregó (a excepción del control): 

50 µL de H2DCFDA a 32µM. 

Los espermatozoides se incubaron durante 15 min con H2DCFDA 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 H2DCFDA que no se incorporó a 

las células. El botón se resuspendió en 1mL de medio TALP (sin suplementar), antes de 

cuantificar la intensidad de fluorescencia en el citómetro de flujo, usando una longitud de 

onda de excitación de 480nm y una longitud de onda de emisión de 520nm.  

Durante la preparación de las muestras, dos alícuotas de espermatozoides se usaron como 

control negativo (sin H2DCFDA), a otras dos se les agregó H2DCFDA y a otras dos 100µL 

de H2O2 (control positivo). Todo esto en el momento previo a cuantificar la intensidad de 

fluorescencia.  

Para el análisis en el citómetro de flujo, se tomaron alícuotas de 1x106 de espermatozoides 

y se evaluaron 20,000 células por muestra a las cero horas (0 h) y a las cuatro horas (4 h) 

de incubación en medio capacitante TALP (suplementado) con diferentes concentraciones 

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

Una vez lavados los ovarios, se pincharon folículos de 3-6 mm de diámetro utilizando 

jeringas de 10 mL con aguja estéril de 1.2 x 40 mm (G18). El líquido folicular porcino (PFF) 

se recogió en tubos de 15 mL y se colocó en una placa térmica (38.5ºC) y se dejó incubar 

de 5 a 10 min para obtener un sedimento. El sedimento se lavó en PBS a 38.5ºC y se 

depositó en una placa Nunc®. Para obtener los ovocitos, se utilizó un microscopio 

estereoscópico (Nikon SMZ-10A, Japón) y una pipeta Pasteur de vidrio prefabricada para 

aspirar el complejo ovocito-células del cúmulo (COC). Se seleccionaron ovocitos con 

citoplasma homogéneo y al menos tres capas de células del cúmulo. Los COCs (50-55 por 

pozo) se incubaron en 500 μL de medio NCSU-37a (Universidad Estatal de Carolina del 

Norte-37: NaCl 108.73 mM, NaHCO3 25.07 mM, KCl 4.78 mM, KH2PO4 1.19 mM, MgSO4 

1.19 mM • 7H2O, 1.70 CaCl2mM•2H2O, glucosa 5.55 mM, glutamina 1 mM, D-sorbitol 12 

mM, penicilina G 0.1 UI, estreptomicina 0.034 mM, suplementado con cisteína 0.57 mM, 1 

mM de dibutiril cAMP, insulina 5 µg/ml, 50 µM β-mercaptoetanol, 10 UI/mL de 

gonadotropina coriónica equina (eCG; Foligon; Intervet International), 10 UI/mL de hCG 

(Veterin Corion, Divasa Farmavic) y 10% PFF (v / v)) previamente equilibradas durante 3 h 

a 38.5°C / 5% de CO2 durante 20-22 h en una placa Nunc® de 4 pocillos. Posteriormente, 

los COCs se transfirieron a 500 μL de medio NCSU-37b libre de eCG, hCG y dibutiril AMPc, 

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

8.12. Fecundación in vitro (FIV) 

Después de la MIV (40-44 h), las células del cúmulo se eliminaron mediante extracción 

mecánica y los ovocitos se transfirieron a otra placa de 4 pozos. Antes de la co-incubación 

de gametos, los espermatozoides se sometieron a la selección de Percoll®, como se 

describió anteriormente. Los ovocitos se co-incubaron en TALP con 1 x 104 

espermatozoides seleccionados por mL en condiciones de 0-GSH, 0.5-GSH, 1-GSH y 5-
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GSH durante 4 ha 38.5ºC / 5% CO2. Posteriormente, se transfirieron a 500 μL de TALP, 

libre de GSH, durante las 14 h restantes de incubación (Petters y Wells, 1993; Rath et al., 

1999). Después de la incubación, los cigotos se tiñeron para su evaluación. Brevemente, 

los cigotos se lavaron en PBS suplementado con 1 g / L de alcohol polivinílico (PBS / PVA) 

y se fijaron en glutaraldehído (0.5% en PBS) durante 30 min (Ye et al., 2002). A 

continuación, se lavaron durante 5 min en PBS / PVA y se tiñeron 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 microscopía de 

fluorescencia (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Alemania, 460/490 nm) (Figura 10a) (Lopez-

Ubeda et al., 2017).  

Los parámetros evaluados fueron: tasa de penetración (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 número total 

inseminado) (Figura 10b). 

8.13. Cultivo embrionario in vitro 

Dieciocho horas posteriores a la inseminación, 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 

KCl, 1.19 mM de KH2PO4, 1.19 mM de MgSO4•7H2O, 1.70 mM de CaCl2•2H2O, 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 UI, 0.034 mM de estreptomicina, 0.087 mM de insulina y 50 mM de β-

mercaptoetanol), suplementado con 5 mM hipotaurina, 0.4% BSA-FAF, 1% MEM 

(aminoácidos no esenciales) y 2% BME (aminoácidos esenciales), y se incuban a 38.5ºC / 

5% CO2 y 7% oxígeno durante 22-24 h (Petters y Wells, 1993; Romar et al., 2019).  
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Posteriormente, se evaluó el porcentaje de división 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 NaHCO3, 4.78 mM de KCl, 1.19 mM de KH2PO4, 1.19 mM de 

MgSO4•7H2O, 1.70 mM de CaCl2•2H2O, 5.55 mM de D-glucosa, 1 mM de L-glutamina, 7 

mM de taurina, penicilina G 0.1 UI, 0.034 mM de estreptomicina, 0.087 mM de insulina y 50 

μM de β-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 días de 

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

Finalmente, los blastocistos obtenidos se fotografiaron con una cámara digital (Nikon® D40, 

Japón) acoplada a un microscopio invertido (Nikon® Diaphot 300, Japón). El diámetro de 

los blastocistos fotografiados se evaluó con el programa ImageJ® (programa abierto v. 

1.48d) (Rueden et al., 2017). Posteriormente, los blastocistos se tiñeron con Hoechst (como 

se explicó anteriormente para los ovocitos) para evaluar el número total de células por 

blastocito bajo microscopía de fluorescencia (Leica® DM4000 Led, Wetzlar, Alemania, 

460/490 nm).  

8.14. Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como medias ± error estándar 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 estadísticamente significativas con p <0.05. Cuando los resultados fueron 

significativos, los valores se compararon mediante la prueba post-hoc de comparación 

múltiple de Tukey-HSD. Los datos de FIV [penetración, monospermia y eficiencia (n=5)] y 

cultivo de embriones in vitro [tasas de división y blastocistos (n=5) (representadas como 

porcentajes) se compararon mediante una prueba de Chi-cuadrado, considerando la 

corrección de Bonferroni. Los datos de motilidad (n=9) se analizaron mediante ANOVA de 
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una vía. Cuando ese ANOVA reveló un efecto significativo, los valores se compararon 

mediante una prueba post-hoc de comparación múltiple de Tukey-HSD. El diámetro de los 

blastocistos y el número 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 estadísticamente 

significativas cuando p <0.05. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el programa 

estadístico RStudio® versión 1.2.5001.  
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9. Resultados 

9.1. Capacitación espermática 

9.1.1. Compartimentación de calcio por CTC 

Los cambios en la compartimentación del calcio (relacionados con el estado del 

espermatozoide capacitado) entre los grupos experimentales se observaron solo después 

de 4 h de incubación (Figura 6b). El valor más alto se encontró 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 compartimentación 

del calcio de los espermatozoides fue significativamente menor en el grupo de 5-GSH en 

comparación con el control (p <0.05). 
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Figura 6. Capacitación espermática evaluada mediante la técnica de compartimentación 

del calcio (CTC). Los espermatozoides se incubaron en condiciones capacitantes durante 

1 y 4 h en presencia de diferentes concentraciones de GSH (control 0, 0,5, 1 y 5 mM). 

a) Imágenes representativas de la compartimentación 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 región post-

acrosomal de la cabeza. Barra de escala a 10 µm. b) Efecto de concentraciones crecientes 

de GSH sobre la capacitación espermática a 1 y 4 h. Letras diferentes (a, A, B, C 

(minúsculas 1h y mayúsculas 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. Inmunolocalización 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 incubación (Figura 7b), se encontró un nivel más alto del patrón 2 (nivel 

medio de capacitación espermática) 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 comparación con el control (32.50 ± 

1.57%) (p <0.05), teniendo en el grupo 0.5-GSH los valores más altos. Sin embargo, el 

patrón 3 (alto nivel de capacitación espermática) fue significativamente mayor en los grupos 

1-GSH (27.83 ± 1.60%) y 5-GSH (28.17 ± 1.55%), en comparación 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 incubación, el patrón 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 estadísticamente 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. Inmunolocalización 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: Patrón 1 (nivel bajo de Tyr-P), 

espermatozoides sin fluorescencia o solo en el acrosoma o solo en el flagelo, o ambos 

(acrosoma y flagelo); Patrón 2 (nivel medio de Tyr-P), fluorescencia en el segmento sub-

ecuatorial sin tinción en el área del acrosoma y con o sin presencia de fluorescencia en el 

flagelo; Patrón 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) Imágenes de 

espermatozoides con diferentes patrones Tyr-P: (i) Patrones 1 y 3; (ii) Patrón 2; (iii-iv) Patrón 

3. Barra de escala a 10 µm. b) y c) Niveles de Tyr-P en espermatozoides de cerdo a 1 y 4 

h de incubación en medio TALP, respectivamente. Letras diferentes (a, b, c, d) indican 

diferencias estadísticas entre grupos experimentales en el mismo tipo de patrón (p <0.05) 

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

La Tyr-P en p32 y p18 fueron evaluados por WB (Figura 8). La señal de Tyr-P fue similar 

entre los grupos experimentales y el control, después de 1 o 4 h de incubación en las 

bandas p32 o p18.  

 

 

 

Figura 8. Efecto del GSH durante la capacitación espermática y su efecto sobre la Tyr-P 

analizada por inmunodetección en membrana; a) y c) Western blot representativos de Tyr-

P en espermatozoides capacitados a 1 y 4 h, respectivamente, utilizando diferentes 

concentraciones de GSH. Se usó β-tubulina como control de carga. Los recuadros rojos 

indican Tyr-P analizado en las bandas p32 y p18. Los gráficos b) y d) indican el número 

relativo de señal 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) 

minúsculas p32 y (A) mayúsculas p18. Datos expresados como media ± SEM. 
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9.2. Movilidad espermática 

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 parámetros evaluados 

después de 1 h de incubación (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 más altos correspondieron al grupo de 5-GSH y los más bajos al grupo de control 

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

fue estadísticamente similar. 

 

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

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

a) 

[mM] GSH Movilidad Total (%) Movilidad Progresiva (%) VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) 

Control 54.22 ± 5.47a 42.00 ± 4.99a 74.78 ± 4.21a 41.33 ± 2.81a 51.33 ± 2.10a 

0.5 59.56 ± 5.67a 46.78 ± 5.38a 71.33 ± 4.95a 38.00 ± 4.31a 46.22 ± 3.34a 

1 58.33 ± 5.51a 42.33 ± 5.32a 82.00 ± 4.59a 47.00 ± 2.47a 54.89 ± 3.07a 

5 49.44 ± 6.27a 33.78 ± 4.76a 89.67 ± 6.07a 47.33 ± 3.79a 58.00 ± 3.40a 

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

Control 61.78 ± 4.12a 83.22 ± 2.55a 67.89 ± 3.86a 1.33 ± 0.17a 12.67 ± 1.17a 

0.5 51.56 ± 4.28a 77.89 ± 3.00a 66.67 ± 3.57a 1.67 ± 0.17a 10.44 ± 0.88a 

1 53.11 ± 3.72a 81.89 ± 2.14a 65.78 ± 3.21a 1.56 ± 0.18a 12.11 ± 1.10a 

5 50.89 ± 4.74a 81.11 ± 2.61a 64.78 ± 3.41a 1.78 ± 0.15a 12.89 ± 1.37a 

 

b) 

[mM] GSH Movilidad Total (%) Movilidad Progresiva (%) VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) 

Control 20.78 ± 3.85a 10.33 ± 1.58a 65.11 ± 5.47a 23.44 ± 2.14a 36.00 ± 2.25a 
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0.5 22.56 ± 1.49ab 13.56 ± 0.99ab 75.44 ± 7.70a 31.89 ± 2.34a 40.89 ± 1.06a 

1 25.78 ± 1.61ab 15.11 ± 1.79ab 90.22 ± 10.69a 32.11 ± 3.96a 48.11 ± 3.41a 

5 35.00 ± 2.48b 19.00 ± 2.14b 70.44 ± 5.44a 24.00 ± 2.46a 43.22 ± 5.92a 

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

Control 36.89 ± 4.86a 64.33 ± 4.51a 54.11 ± 4.10a 1.56 ± 0.69a 9.78 ± 1.12a 

0.5 45.44 ± 7.33a 70.67 ± 6.67a 64.78 ±4.72a 1.22 ± 0.15a 9.67 ± 0.55a 

1 41.33 ± 8.76a 66.78 ± 7.23a 55.56 ± 6.78a 1.78 ± 0.28a 11.00 ± 0.80a 

5 36.56 ± 7.02a 64.44 ± 5.76a 54.67 ± 5.57a 1.33 ± 0.17a 9.00 ± 0.73a 

Movilidad total y progresiva (%), velocidad curvilínea (VCL, μm / s), velocidad rectilínea 

(VSL, μm / s), velocidad media (VAP, μm / s), linealidad (LIN,%), rectitud (STR, %) y los 

índices de oscilación (WOB,%), la amplitud promedio del desplazamiento lateral de la 

cabeza (ALH, µm) y la frecuencia de latido (BCF, Hz) fueron todos analizados. Letras 

diferentes (a, b) en la misma columna indican diferencias estadísticas (p <0.05) (n = 9). 

Datos expresados como media ± SEM. 
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9.3. Integridad acrosomal y viabilidad espermática 

La integridad acrosomal y la viabilidad del espermatozoide no se vieron afectadas por la 

presencia de GSH, independientemente de su concentración, ya que no se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo de control después de 

1 o 4 h de incubación (Figura 9a, b). 

 

Figura 9. Evaluación de la integridad acrosomal (a) y viabilidad (b) de los espermatozoides 

después de la incubación 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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microscopía de fluorescencia. Letras (a) minúsculas 1h y (A) mayúsculas 4h. Datos 

expresados como media ± SEM. 

 

9.4. Grupos SH 

Tras 4 h de capacitación, se aprecia un incremento en la concentración grupos SH en los 

grupos experimentales 0.5 y 1-GSH (p <0.05) respecto al control. El grupo 5-GSH no mostró 

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 capacitación, se encontró 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. Fecundación in vitro (FIV) y cultivo embrionario 

El efecto de GSH sobre la FIV se muestra en la Figura 10b, donde observamos que: La 

penetración, monospermia y eficiencia en el grupo control fueron 32.1, 48 y 15.45%, 

respectivamente, mostrando diferencia en estos mismos parámetros, el grupo de 1-GSH, 

donde se encontró un incremento significativo de: 47.2, 66.3 y 31.25% respectivamente 

(p <0.05).  

La tasa de división de los cigotos no difirió significativamente entre los grupos 

experimentales (Figura 11b). Solo se observó 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 

diámetro de los blastocistos (µm), la única diferencia observada fue entre los grupos de 0.5-

GSH (380.00) y 5-GSH (357.50) (p <0.05) (Figura 11c). El número total de células por 

blastocisto fue similar entre todos los grupos experimentales (rango: 49.00-58.50 células 

por blastocisto) (Figura 11d). 
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Figura 10. Efecto del GSH durante la interacción de gametos. a) Imágenes representativas 

para la evaluación de la FIV: (i) ovocito no penetrado (metafase II); (ii) ovocito penetrado 

(monospérmico); (iii) ovocito penetrado (polispérmico). S = espermatozoide, MP = placa 

metafásica, PB = cuerpo polar, P = pronúcleo. Barra de escala a 70 µm. 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 estadísticas (p <0.05) entre grupos 

experimentales (n = 5). Los parámetros evaluados fueron: tasa de penetración (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 la FIV (porcentaje de ovocitos que fueron penetrados y 

monospérmicos del número total inseminado). 

 

Figura 11. Efecto del GSH durante el cultivo de embriones in vitro. a) (i) Embrión en la 

etapa de 2 células, evaluado a las 42-44 h después de la inseminación (microscopio campo 

claro); (ii) Diámetro del blastocisto cuantificado mediante el programa Image J; (iii) 

blastocisto expandido y teñido con Hoechst 33342 (microscopio de fluorescencia). Barra de 

escala a 70 µm. b) Porcentaje de división y blastocistos totales. c) Diámetro de los 
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blastocistos (µm); y d) número total de células por blastocisto. Número de cigotos evaluados 

por tratamientos: control (164); 0.5-GSH (172); 1-GSH (156); 5-GSH (165). El porcentaje 

de blastocistos se calculó a partir de embriones divididos. Letras (a) minúsculas no 

muestran diferencias y (A, B, C) mayúsculas, indica diferencias estadísticamente 

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

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 último, se ha relacionado con una mejora en la reproducción.  

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 adición de antioxidantes en 

medios de conservación / preservación de gametos, específicamente, en el espermatozoide 

de cerdo (Estrada et al., 2014). No obstante, se ha observado que la adición de 

concentraciones altas de GSH puede inhibir procesos importantes como la capacitación 

espermática (Gadea et al., 2005). 

Con base en lo anterior, en el presente estudio se determinó la participación del antioxidante 

GSH, sobre la capacitación espermática, FIV y desarrollo embrionario. 

El proceso de capacitación ha sido descrito como la modificación fisiológica y bioquímica 

de los espermatozoides durante su tránsito 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 capacitación espermática 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 preparación y capacitación (Ford, 2004). Durante la 

capacitación espermática, se produce de manera fisiológica H2O2 (Lewis y Aitken, 2001; 

Scarlata y O'Flaherty, 2020), lo cual aumenta la Tyr-P (revisado en: (Scarlata y O'Flaherty, 

2020). Cuando la producción 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 

compartimentación del calcio, Tyr-P, movilidad de los espermatozoides, fecundación in vitro 

(penetración, monospermia y eficiencia) así como el desarrollo embrionario (porcentaje de 

blastocistos y su diámetro).  

Se observó que esta modulación difería según el tiempo y la concentración de GSH 

utilizados. Además, también se observó que la FIV y el desarrollo posterior del embrión, 

estaban modulados por la concentración de GSH cuando se añadían durante la interacción 

de gametos. Los efectos de GSH en parámetros de los espermatozoides como, la 

compartimentación del calcio, la ubicación de Tyr-P y la movilidad, en nuestro estudio, 

confirman el papel modulador de GSH en la capacitación 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 compartimentación del calcio está modulada por GSH, y que la adición de 1 mM 

aumenta el nivel de espermatozoides capacitados después de 4 h de incubación en medio 

capacitante. Por el contrario, el tratamiento de espermatozoides con 5 mM de GSH durante 

4 h en las mismas condiciones, ejerció un efecto inhibitorio sobre la capacitación, según 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 disminución en la 

capacitación espermática, debido a un desequilibrio en el sistema redox, ya que se ha 

reportado que es necesaria la oxidación de las proteínas, cambiando así su conformación 

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

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

espermática, se relaciona con los reportes del papel de los antioxidantes como reguladores 
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en este proceso, inhibiendo la oxidación de proteínas para evitar la capacitación prematura 

(Spinaci et al., 2018), dado que, además de la compartimentación del calcio en los 

espermatozoides, también la Tyr-P, es esencial para la capacitación de los 

espermatozoides. 

La importancia de la ubicación de Tyr-P en los espermatozoides se ha asociado con el 

estado de capacitación en varios segmentos del oviducto (Luño et al., 2013). El GSH es 

producido por las células epiteliales oviductales y secretado en el oviducto, específicamente 

en la unión útero-tubárica (Gardiner et al., 1998). Es decir, la capacitación de los 

espermatozoides puede estar modulada por las secreciones de GSH en el oviducto. El 

presente estudio mostró que al agregar GSH al medio capacitante TALP afecta la ubicación 

de la Tyr-P en espermatozoides después de 1 y 4 h de incubación. Todos estos resultados, 

indican un efecto bifásico sobre la redistribución del calcio intracelular y la ubicación de Tyr-

P en los espermatozoides, que depende de la concentración de GSH. Por lo tanto, podemos 

plantear la hipótesis de que, en condiciones de capacitación in vitro, una concentración baja 

de GSH (0.5 y 1 mM) puede equilibrar la producción de ERO y, por lo tanto, conducir a una 

capacitación espermática adecuada sin afectar la viabilidad o la integridad del acrosoma. 

Sin embargo, a una concentración más alta de GSH (5 mM), la producción de ERO puede 

reducirse o prevenirse, impidiendo así el proceso de capacitación. Este hallazgo podría 

coincidir con la mayor movilidad total y progresiva observada después de 4 h de incubación 

cuando se agregó 5 mM de GSH, en comparación con el grupo de control, cabe señalar, 

que los otros parámetros 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 congelación-descongelación, 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 móviles (Awda et al., 2009), por lo tanto, podemos sugerir basándonos 

en nuestros resultados de movilidad, que al agregar GSH la movilidad de puede ser 

mejorada ya que la célula continúa viva. 

Respecto a lo anterior, también se ha reportado en espermatozoide de cerdo que, las 

concentraciones de GSH disminuyen con la congelación (Gadea et al., 2004), lo que puede 

afectar el proceso de capacitación. La capacitación espermática está directamente 

relacionada con el equilibrio entre ERO y antioxidantes, tales cambios se han observado a 

nivel proteico, las ERO oxidan los residuos de cisteína de las proteínas, provocando 

cambios en su estructura y función, activándolos o inactivándolos, como en la dimerización 

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

Es importante señalar que la capacitación de los espermatozoides da como resultado la 

capacidad de los espermatozoides para realizar la RA (Stival et al., 2016). El CTC evaluado 

por microscopía 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 sí, ya que muestran una eficiencia mayor cuando se utilizó 1 mM de GSH. 

Además, los ovocitos fueron expuestos a GSH durante la co-incubación de gametos, por lo 

que nuestros resultados de fecundación también se habrían visto afectados por esto. Se ha 

demostrado que la suplementación con GSH reduce los niveles excesivos de ERO en los 

ovocitos porcinos (Zhou et al., 2019), y puede prevenir la peroxidación de lípidos 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 adición de 

1 mM de GSH en medios de FIV, pero no una concentración más alta, mejoró 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 Gsα (Sub-unidad α 

de proteína G), un aumento en las concentraciones de ERO, y una disminución en las 
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concentraciones intracelulares de GSH en ovocitos en diferentes etapas de maduración en 

comparación con el control, lo que demuestra el papel relevante que juega el estado redox 

en el ovocito. 

Nuestros resultados indican que, la suplementación con GSH durante la co-incubación de 

gametos no tuvo ningún efecto sobre la división o el desarrollo de blastocistos, porque los 

embriones en etapa temprana son menos resistentes al estrés oxidante (Guerin et al., 

2001), la incorporación de agentes antioxidantes, no solo durante la co-incubación 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 única diferencia obtenida en el 

desarrollo del embrión en el presente estudio fue que GSH a 5 mM disminuyó las tasas de 

blastocistos y el diámetro de los blastocistos en comparación con la adición de 0.5 mM. 

Estas diferencias dependientes de la concentración de GSH se han observado en otros 

estudios, lo que indica que altas concentraciones de GSH en el medio podrían tener un 

efecto perjudicial sobre el desarrollo del embrión. Sin embargo, la explicación de este 

fenómeno aún no está claro, así 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 

1. La compartimentación del calcio en el espermatozoide de cerdo es favorecida 

cuando se agrega 1 mM de GSH, y disminuye con 5 mM de GSH. 

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

principalmente a 1 h de capacitación. 

3. La movilidad total y progresiva en el espermatozoide de cerdo aumentan respecto a 

un control (sin GSH) en la concentración de 5 mM de GSH a las 4 h de capacitación. 

4. La formación 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. 

5. La integridad acrosomal y viabilidad, no se ven afectadas por las diferentes 

concentraciones de GSH. 

6. La eficiencia de la FIV y el desarrollo del embrión hasta llegar a blastocisto, también 

son modulados por 0.5, 1 y 5 mM de GSH cuando se agregan durante la interacción 

de gametos. 
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12. Perspectivas  

Con base en nuestros resultados, el paso siguiente seria la transferencia de tecnología 

aplicada principalmente de los pequeños productores, ya que ellos son quienes más 

necesitan mejorar su producción y que ésta se vea reflejada en cuestiones económicas. 

Por lo anterior, proponemos las siguientes perspectivas: 

• Determinar la relación entre grupos tiol / ERO y GSH a diferentes concentraciones, 

en la capacitación espermática. 

• Transferencia embrionaria con distintas concentraciones de GSH y comparar con 

otros antioxidantes. 

• Cuantificar concentración de GSH-GSSG 
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