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Resumen 

En las TRA que buscan conservar la calidad espermática se ha utilizado el GSH como 

antioxidante, intentando alargar la vida útil del gameto masculino. A pesar de que las 

ERO generan un daño celular, también es claro que juegan un papel fisiológico 

importante en el espermatozoide durante la CE lo que a su vez afecta la fertilización. 

Por ello es necesario mantener un determinado balance tanto de antioxidantes como 

oxidantes para que la CE se lleva a cabo de forma correcta. El objetivo del siguiente 

trabajo fue determinar si al adicionar diferentes concentraciones de GSH durante la 

capacitación espermática se modifica la fertilización in vitro de ovocitos porcinos. 

Durante la CE, se ha demostrado el papel relevante del GSH, reportando que a 

concentraciones de 1 mM se obtiene un porcentaje adecuado de espermatozoides 

capacitados, mientras que, a otras concentraciones, el proceso de capacitación se ve 

afectado; esto nos permite suponer que el GSH es un importante regulador de la CE, 

por lo que es importante analizar, si la concentración de GSH administrada durante la 

capacitación, puede modificar la FIV.  

Para la metodología primero se realizó un análisis seminal de la muestra de semen 

evaluando viabilidad, concentración morfología y movilidad. posteriormente se realizó 

la CE, para ello se tomó 5 mL de muestra y fue diluida y lavada en DPBS, 

posteriormente fue colocada en medio capacitante e incubados por 2 y 4h con las 

diferentes concentraciones de GSH a evaluar (0, 0.5, 1 y 5 mM). Para la maduración 

de ovocitos, se puncionaron ovarios de cerdas pre-puberes colectando los ovocitos, 

estos fueron colocados en medio de maduración e incubados por 44h. Finalmente para 

la fertilización, los ovocitos madurados se desnudaron para su inseminación con 

espermatozoides previamente capacitados y determinando diferentes parámetros 

como: tiempo de CE y coincubación, medio de fertilización: TBMm y TALP-HEPES, 

evaluar la FIV con las diferentes concentraciones de GSH (0, 0.5, 1 y 5 mM) y 

finalmente la coincubación de ambos gametos en GSH lavado de espermatozoides. 

Para la evaluación del tiempo de CE y coincubación se encontró que a 2h de CE más 

4h de coincubación se obtiene un porcentaje entre el 50 al 60% de FIV a diferencia de 

4 h de CE y 2h de coincubación donde el porcentaje fue del 0%. En la evaluación de 

medios se encontró que el TBMm tuvo un 53% de FIV mientras que en TALP-HEPES 
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se obtiene un 47% de FIV sin determinarse diferencias. Para el lavado de la muestra 

se obtuvo un 53% de FIV en espermatozoides sin un lavado adicional mientras que los 

que si fueron lavados el porcentaje de FIV fue del 0%. Para la evaluación de la FIV 

con las diferentes concentraciones de GSH se obtuvo en la concentración de 0.5, 1 y 

5 mM un porcentaje del 42, 56 y 0% respectivamente de FIV obteniendo porcentajes 

más altos en la concentración de 1 mM. Y finalmente para la coincubación de gametos 

con las diferentes concentraciones de GSH se obtuvo en la concentración de 0.5, 1 y 

5 mM un porcentaje del 54, 39 y 4% respectivamente de FIV obteniendo porcentajes 

más altos en 0.5 sin embrago la concentración de 1 mM no muestra diferencias. Este 

trabajo tuvo diversas dificultado sin embargo se obtuvieron resultados importantes que 

pueden conducir hacia estudios más minuciosos del proceso de oxido-reducción 

durante la CE. 

 

Palabras clave: glutatión, capacitación espermática, fertilización in vitro, especies 

reactivas del oxígeno. 
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Abstract 

In TRA that seek to preserve sperm quality, GSH has been used as an antioxidant, 

trying to extend the lifespan of the male gamete. Although ROS cause cell damage, it 

is also clear that they play an important physiological role in sperm during SC which in 

turn affects fertilization. Therefore it is necessary to maintain a certain balance of both 

antioxidants and oxidants so that the SC is carried out correctly. The purpose of this 

study was to add determining if different concentrations of GSH during sperm 

capacitation in vitro fertilization porcine oocyte is modified. 

During SC, the relevant role of GSH has been demonstrated, reporting that at 

concentrations of 1 mM an adequate percentage of trained sperm is obtained, while at 

other concentrations, the training process is affected; this allows us to suppose that the 

GSH is an important SC regulator, For what is important to analyze, if the concentration 

of GSH administered during training, can modify IVF. 

For the methodology, a seminal analysis of the semen sample was first performed, 

evaluating viability, morphology concentration and mobility. subsequently the SC was 

performed for it took 5 mL of sample and was diluted and washed in DPBS, then it was 

placed in the middle apacitante c and incubated for 2 and 4 h with different 

concentrations of GSH to be evaluated (0, 0.5, 1 and 5 mM). For oocyte maturation, 

and punctured s ovaries of prepubertal bristle collecting oocytes, these were placed in 

maturation medium and incubated for 44h. Finally for fertilization , the matured oocytes 

were stripped for insemination with previously trained spermatozoa and determining 

different parameters such as: SC time and coincubation, fertilization medium: TBMm 

and TALP-HEPES, evaluate the IVF with the different concentrations of GSH (0, 0.5, 1 

and 5 mM) and finally the coincubation of both gametes in GSH washed sperm. 

For the evaluation of SC time and coincubation it was found that at 2h of SC plus 4h of 

coincubation a percentage between 50 to 60% of IVF is obtained, unlike 4 h of SC and 

2h of coincubation where the percentage was 0%. In the media evaluation, it was found 

that the TBMm had 53% IVF whereas in TALP-HEPES, 47% IVF was obtained without 

determining differences. For the washing of the sample, 53% of IVF were obtained in 

sperm without an additional wash, while those that were washed, the percentage of IVF 
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was 0%. For the evaluation of IVF with the different concentrations of GSH, it was 

obtained in the concentration of 0.5, 1 and 5 mM a percentage of 42, 56 and 0% 

respectively of IVF obtaining higher percentages in the concentration of 1 mM. And 

finally for the coincubation of gametes with the different concentrations of GSH, a 

percentage of 54, 39 and 4% respectively of IVF was obtained in the concentration of 

0.5, 1 and 5 mM, obtaining higher percentages in 0.5 without the concentration of 1 

mM. it does not show differences. This work had several difficulties, however, important 

results were obtained that can lead to more detailed studies of the oxidation-reduction 

process during SC. 

 

Key words: glutathione, sperm capacitation, in vitro fertilization, reactive oxygen 

species. 
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1. Introducción 

La capacitación espermática es un proceso preparativo para la fertilización del ovocito. 

Durante este proceso se llevan a cabo una serie de eventos donde participan diversas 

moléculas que conducen a una adecuada capacitación espermática. Se ha 

determinado que el espermatozoide produce especies reactivas de oxigeno y las hace 

participes durante tal proceso, por ello es importante conocer la dualidad de estas 

moléculas ya que un exceso de ellas produce estrés oxidante, provocando daño y 

muerte lo que disminuye la capacidad fertilizante. El espermatozoide es capaz de 

equilibrar tal estrés a través de la participación de enzimas antioxidantes como el 

glutatión reducido. Por tal motivo, fue de nuestro interés determinar la concentración 

óptima para mejorar la capacitación espermática adicionando glutatión, para evitar un 

estrés oxidante, pero permitiendo que las especies reactivas del oxígeno participen en 

la capacitación espermática y así incrementar la posterior fertilización in vitro de 

ovocitos porcinos. 

 

1.1 El espermatozoide y la espermatogénesis 

 

El término espermatozoide, proviene de la raíz griega sperma “semilla” y zóo, “animal” 

y es el producto final de un proceso denominado: espermatogénesis [1], el cual, inicia 

en la pubertad, y en cerdos comienza entre 5 a 6 meses de nacido, tal proceso ocurre 

durante toda la etapa reproductiva de los machos y su producción es continua, tal 

proceso ocurre dentro de los túbulos seminíferos de los testículos, en un tiempo 

aproximado de 65 a 75 días en humano y de 35 a 45 días en cerdo (figura 1) [2, 3]. La 

producción de espermatozoides es regulada a través de diferentes órganos conocidos 

como eje hipotálamo-hipofisiario-testicular; en el hipotálamo es segregada la hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH), estimulando a la adenohipófisis para la 

liberación de la Hormona Folículo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH), 

tales hormonas regulan las funciones testiculares, donde la LH estimula a las células 

de Leydig para la síntesis de testosterona (T) y la FSH estimula a las células de Sertoli 

para la síntesis de  proteína ligadora de andrógenos (ABP) que en conjunto activan un 



24 | P á g i n a  
 

proceso de retroalimentación negativa que permite regular la producción de 

espermatozoides [4, 5]. Durante la espermatogénesis, el espermatozoide debe 

atravesar una serie de cambios para que logre su completa diferenciación morfológica, 

iniciando la transformación de las células germinales primordiales (CGP) a 

espermatogonias, las cuales comienzan a dividirse y diferenciarse en 

espermatogonias tipo A u oscuras produciendo el reservorio para la producción del 

siguiente tipo celular, espermatogonias tipo B o claras, las cuales, una vez 

diferenciadas se dividen y originan espermatocitos primarios, que experimentan una 

primera división meiótica (I) reduciendo su carga genética, dando lugar a los 

espermatocitos secundarios, que nuevamente experimentan una segunda división 

meiótica (II), produciendo células haploides redondas, conocidas como espermátidas. 

Finalmente, se identifica una fase de diferenciación en la que las espermátidas 

adquieren la forma característica alargada de un espermatozoide, donde podemos 

encontrar diversas estructuras: cabeza, cuello, pieza media, pieza principal y pieza 

final [3, 6]. Sin embargo, a pesar de estar morfológicamente diferenciado, el 

espermatozoide aún no tiene la capacidad para fertilizar al ovocito; para ello, tiene que 

sufrir una serie de modificaciones en su tránsito por el epidídimo, proceso conocido 

como maduración espermática epididimaria. 

 

Figura 1. El espermatozoide. Esquema representativo de un espermatozoide, resultado final de la 

espermatogénesis. Tomada y modificada de Eddy y O’Brien, 2006 [3]. 
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1.2 Maduración espermática epididimaria 

 

Una vez que los espermatozoides son morfológicamente diferenciados en los 

testículos, son liberados al epidídimo, en donde presentan una serie de cambios 

fisiológicos, morfológicos y bioquímicos, conocidos en su conjunto como maduración 

espermática epididimaria [7]. En el cerdo, el tránsito de los espermatozoides a través 

de este órgano es de aproximadamente 15 días, sin embrago, esto puede variar entre 

especies de mamíferos, con un promedio de dos semanas o el humano con una 

duración de hasta 21 días [8]. El epidídimo es una órgano formado por un túbulo 

altamente contorneado que inicia en los conductos eferentes y finaliza en el conducto 

deferente, y una característica distintiva del túbulo epididimario, es su gran longitud, 

ya que en humanos llega a medir 6 m, en cerdos 8 m y en equinos hasta 18 m [9]. 

Generalmente, en el epidídimo se pueden distinguir tres regiones principales: cabeza 

(caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda) [10] sin embargo, algunos autores [11] lo han 

regionalizado en cuatro donde se incluye el segmento inicial. En cada región se 

pueden identificar, en su epitelio,  diferentes tipos celulares: principales, apicales, 

estrechas, claras, basales y halo, las cuales se localizan en una región o distribuidas 

en las diferentes regiones del epidídimo [12]. Durante el tránsito por el epidídimo, el 

espermatozoide experimenta una serie de modificaciones que le permiten obtener su 

capacidad fertilizante, algunos de los cambios que sufre el espermatozoide son: 

adquieren la movilidad progresiva, desplazamiento de la gota citoplasmática, 

modificación de proteínas membranales, modificación en la composición de 

fosfolípidos de membrana, aumento o disminución del colesterol de membrana, 

compactación de ADN por protaminas y en algunas especies de mamíferos una 

remodelación acrosomal [8, 13, 14], esta serie de modificaciones permiten la 

estabilización y protección del espermatozoide para evitar una capacitación 

espermática (CE) y reacción acrosomal (RA) prematuras, a través de la adición de 

factores descapacitantes (FD) como el Factor Estabilizante del Acrosoma (ASF) [15]. 

Finalmente, en la región caudal, los espermatozoides son almacenados hasta su 

eyaculación y depositados en el tracto reproductor de la hembra. 
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Figura 2.  Epidídimo y la maduración espermática. El espermatozoide una vez formado en el testículo 

transita por el epidídimo para su maduración por las diferentes regiones que lo conforman: segmento 

inicial, cabeza (caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda). Tomado y modificado de Joseph, et al., 2011 

[11].  

 

1.3 Eyaculación 

 

En el momento que los espermatozoides llegan a la parte distal de la cauda del 

epidídimo, se preparan para ser expulsados y depositados en el tracto reproductor de 

la hembra a través de un proceso llamado eyaculación [16]. El proceso eyaculatorio es 

mediado por el sistema nervioso central que, a partir de estimulaciones en el pene, y 

a través de movimientos peristálticos junto con contracciones musculares coordinadas, 

los espermatozoides son expulsados [16]; los espermatozoides viajan a través del 

conducto deferente llegando a la región ampular donde se integran secreciones de la 

vesícula seminal, posteriormente, viajan a través del conducto eyaculador pasando por 

la próstata y finalmente las glándulas de Cowper, agregan nuevos fluidos que 

conforman el semen per se; en la tabla 1 se especifica la composición de cada 

agregado de las glándulas accesorias, así como el porcentaje aportado al fluido 

seminal [17]. De los millones de espermatozoides depositados en el tracto reproductor 

femenino, solo el 10% entra al cuello uterino, el 1% al útero y el 0.1% en el oviducto, 
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y, finalmente, solo unos cuantos se encontrarán con el ovocito, e inclusive en el 

humano se ha encontrado que el porcentaje de ovocito-espermatozoide puede llegar 

a ser de 1:1; la mayoría de los espermatozoides que no logran hacer contacto con el 

ovocito se debe a diferentes factores como: el ambiente hostil del tracto reproductor 

femenino, fallas en la CE que limiten el aumento del movimiento flagelar así como 

anormalidades como doble flagelo, que impidan un apropiado movimiento, este 

proceso de selección espermática es muy riguroso y permite la elección de los 

espermatozoides más aptos y mejor capacitados que logren llegar al ovocito y solo 

uno fertilice en la región ampular [17-19]. 

Tabla 1. Composición del semen de cerdo. 

 

1.4 Capacitación espermática 

 

Los espermatozoides una vez eyaculados y depositados en el tracto reproductor de la 

hembra, para poder fertilizar al ovocito, deben completar el proceso conocido como 

capacitación espermática (CE), el cual se puede definir como los cambios fisiológicos 

y bioquímicos que se producen en el espermatozoide durante su tránsito por el tracto 

reproductor femenino, para adquirir la capacidad fertilizante. Este proceso fue descrito 

por primera vez por Chang y Austin en los años 50’s, quienes observaron que los 

espermatozoides recién eyaculados no tenían capacidad de fertilizar y requerían de 

Composición y porcentaje que aportan las glándulas accesorias a los 

espermatozoides al momento de la eyaculación. Tomado y modificado de Revenig, 

L., et al., 2014 [17]. 

Órgano % del eyaculado Composición 

Conducto deferente 5-10 Espermatozoides 

Vesícula seminal 65-75 Liquido alcalino, fructuosa, citrato y 

prostaglandinas 

Próstata 25-30 Fosfatasa acida, ácido cítrico, proteasas 

serina, zinc y otros electrolitos 

Glándulas de Cowper 1-2 Liquido preeyaculatorio 
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cierto tiempo en el tracto reproductor femenino para poder hacerlo [20, 21]. Durante la 

capacitación es removido el plasma seminal, el cual, está compuesto por aminoácidos, 

proteínas, enzimas, antioxidantes y moléculas que aportan energía conocidos como 

FD, estas moléculas ayudan a protegen al espermatozoide de una prematura CE y RA 

[22, 23].  

La CE involucra una serie de modificaciones como: cambios en las propiedades de la 

membrana, cambios en la concentración intracelular de iones, actividad enzimática, 

modificaciones de proteínas que permiten activar diversas vías de señalización que 

ocurren in vivo, en el tracto reproductivo femenino o in vitro, en protocolos de 

laboratorio. Estos cambios no se limitan a una parte del espermatozoide sino que, 

ocurren tanto en la cabeza para llevar a cabo RA como en el flagelo para generar 

hiperactivación; Visconti en 2009 [24] los clasifica como procesos lentos y rápidos 

respectivamente, e independiente de la velocidad del proceso (lento/rápido), la CE per 

se, involucra una serie de procesos que aún no son totalmente comprendidos, a pesar 

de tener más de 60 años de ser definida, pero ya se tiene conocimiento de algunas 

moléculas que participan [25].  

La CE inicia con la salida de colesterol de la membrana, mediada principalmente por 

la albúmina y lipoproteínas de alta densidad (HDL), presentes en el tracto reproductor 

femenino (in vivo) o utilizado en el laboratorio (in vitro), en este último caso, también 

se ha utilizado metil-β-ciclodextrina (M-β-CD) como otro de los aceptores de colesterol 

[26]. La mayor parte del colesterol forma microdominios conocidos como balsas 

lipídicas las cuales son centros de organización de proteínas, que a partir de la 

activación de receptores, permite la activación de vías de señalización que conducen 

a la CE y que, por consiguiente, al eliminar parte del colesterol, se produce un aumento 

en la fluidez membranal, generando un reordenamiento estructural de estos 

microdominios [26]. Durante este reordenamiento, se produce la activación de algunos 

transportadores, como el co-transportador de Na+ / HCO3 (NBC), canales iónicos 

como: el canal catiónico de espermatozoides (CatSper) para la entrada de calcio 

(Ca2+), el canal de protones 1 (Hv1) para la salida de H+, el canal Slo3 para la entrada 

de K+ y el canal sNHE para la entrada de Na+ y H+ por mencionar algunos. Este 
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intercambio iónico, sobre todo la entrada de bicarbonato (HCO3), se asocia con el 

aumento de pH intracelular (pHi), además de participar en la apertura de canales que 

facilitan el transporte de otros iones [22]. Como consecuencia, se activa la enzima 

adenilato ciclasa soluble (ACs), que hidroliza al trifosfato de adenosina (ATP) para 

formar e incrementar las concentraciones de monofosfato de adenosina cíclico 

(AMPc), tal aumento de AMPc facilita la fosforilación de la proteína cinasa A (PKA), 

que posteriormente fosforilarán proteínas involucradas en la CE, como es el caso de 

la proteína cinasa C (PKC), e inhibiendo proteínas fosfatasas [27, 28] .  

Una característica de la CE es el cambio del movimiento flagelar, pasando de uno 

simétrico a uno asimétrico dándole la fuerza motriz necesaria para liberarse de las 

criptas oviductales del istmo, atravesar las células del cúmulo y adherirse a la Zona 

Pelúcida (ZP) para experimentar RA (figura 3) [29, 30]. 

 

 

 

Figura 3. La CE y el cambio en el movimiento flagelar. El cambio en el patrón de movilidad es un 

estado representativo de un espermatozoide capacitado, pasando de un movimiento simétrico a uno 

asimétrico. Tomado y modificado de Harvey y Florman, 2015 [31]. 

 

1.5 Reacción acrosomal 

 

Los espermatozoides capacitados salen del istmo y viajan a la región ampular para 

encontrarse con el ovocito, realizando un primer contacto con las células del cúmulo 



30 | P á g i n a  
 

las cuales, tienen como función promover el crecimiento y el desarrollo del ovocito, 

además de ayudar como soporte estructural y síntesis de hormonas [32]. 

Cuando el espermatozoide logra atravesar las células del cúmulo, estas células hacen 

contacto con la ZP, comenzando el proceso de RA, el cual, se puede definir como la 

fusión de la membrana plasmática del espermatozoide con la membrana acrosomal 

externa, para la liberación de enzimas acrosomales que le permitirán la entrada al 

ovocito [33], cabe mencionar que, estudios recientes han mostrado que la RA ocurre 

antes del contacto con la ZP producido talvez por progesterona, algún otro agonista o 

ácido hialurónico, este último producido por las células del cúmulo durante la 

maduración del ovocito (figura 4) [34, 35].  

La composición del contenido acrosomal está dada por múltiples enzimas, las más 

estudiadas y mejor caracterizadas son: la hialuronidasa y la acrosina, la primera se 

encarga de abrir paso a los espermatozoides, degradando el ácido hialurónico que 

forma parte de la matriz que rodea al ovocito; la segunda, permite degradar la ZP y 

atravesarla. La RA es un proceso rápido que puede durar desde segundos hasta 

algunos minutos, por ejemplo en humano, su comienzo dura 10 segundos y es 

completada a los 3 min, en cerdo su comienzo entre 30 y 60 segundos y es completada 

a los 5 min [33]. 

Una vez que el espermatozoide ha logrado completar los distintos procesos ya 

descritos para adquirir capacidad fertilizante, es necesario que el ovocito también 

experimente distintos procesos para adquirir la capacidad de ser fertilizado. 
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Figura 4. Reacción acrosomal. La fusión de la membrana plasmática con la membrana acrosomal 

externa del espermatozoide permite la liberación de enzimas hidrolíticas, dando paso a la fusión de 

las membranas de los dos gametos. Tomado y modificado de Jiménez y Merchant, 2003 [35]. 

 

 

1.6 El ovocito y la ovogénesis 

 

La formación de células sexuales femeninas llamadas ovocitos ocurre a través de un 

proceso nombrado ovogénesis, formándose a partir de una serie de divisiones 

mitóticas y meióticas; los ovocitos son producidos al igual que los espermatozoides, a 

partir de células germinales primordiales (CGP), proceso que inicia durante las 

primeras etapas del desarrollo embrionario, comenzando con la diferenciación en 

ovogonias, las cuales, a través de una serie de divisiones mitóticas, mantendrán una 

carga genética diploide produciendo ovocitos primarios, estos ovocitos iniciarán la 

primera división meiótica, sin embargo, sufrirán un primer arresto deteniéndose en la 

fase de diploteno de la profase I durante unos meses (cerdo) [36] a algunos años 

(humano) [37], hasta que la hembra llegue a la pubertad; en el caso de la cerda, se 

estima que la pubertad se alcanza entre el quinto y el séptimo mes de nacida [38].  
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Una vez que la cerda alcanza la pubertad, continúa la meiosis I por acción de la FSH 

y LH, y poco antes de la ovulación, finaliza la meiosis I, expulsando ovocitos 

secundarios haploides y la extrusión del primer cuerpo polar [39]. Este ovocito sufrirá 

de un segundo arresto meiótico, deteniéndose en la metafase II, y permanecerá en 

esta fase hasta ser fertilizado, en ese momento podrá concluir la meiosis II, resultando 

en un ovocito haploide y la extrusión del segundo cuerpo polar [40]. 

 

1.7 Foliculogénesis 

 

La foliculogénesis es un proceso que se desarrolla a la par con la ovogénesis en el 

ovario y se puede definir como: la salida de la reserva folicular para el crecimiento y 

proliferación celular, dando origen a la formación del antro para la liberación del ovocito 

o la atresia folicular [41]. Durante la foliculogénesis se presentan una serie de cambios 

morfofisiológicos que permiten el desarrollo folicular, dando origen a las diferentes 

etapas del folículo como a continuación se describen: folículo primordial, este tipo de 

folículo es la reserva ovárica, los ovocitos se encuentran detenidos en el diploteno de 

la profase de la meiosis I, el ovocito es ovoide con citoplasma homogéneo, núcleo en 

posición central, cromatina no condensada, y se encuentra rodeado de una capa 

aplanada de células de la granulosa; folículo primario, el núcleo presenta gran cantidad 

de lípidos, las proteínas de la ZP comienzan a secretarse, hay aparición de uniones 

comunicantes y proliferación de las células de la granulosa adquiriendo forma cúbica; 

folículo secundario (preantrales) hay formación y reacomodo de organelos del ovocito, 

hay un aumento en las capas de células de la granulosa (2 a 4 capas); folículos 

terciarios, tienen de 4 a 6 capas de células de la granulosa; y, finalmente, folículos 

preovulatorios (antrales), estructura completa y funcional, el ovocito pasa a metafase 

II (madurado) y pausado nuevamente hasta su encuentro con el espermatozoide para 

fertilizarlo, lo cual permitirá reanudar y terminar la meiosis II [42-44]. 

 

1.8 Fertilización 
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Una vez formados y madurados los gametos masculino y femenino, su objetivo es la 

fertilización, de no ser así, ambas células morirán. La fertilización dará origen a una 

nueva célula diploide, capaz de desarrollar un individuo con características genotípicas 

y fenotípicas únicas, resultado de la recombinación de sus progenitores, permitiendo 

la perpetuación de la especie [45]. 

A pesar de que la reproducción sexual lleva descrita más de cien años, aún hay 

muchos procesos por comprender, ya que durante la unión de los gametos ocurren 

diferentes eventos para la formación de un cigoto, un embrión, y finalmente un nuevo 

organismo [46]. 

 

1.8.1 Primer contacto: Interacción del espermatozoide con las células del cúmulo 

Cuando el espermatozoide es capacitado en el tracto reproductor femenino y adquiere 

hiperactividad en la región del itsmo, pasará hacia la región ampular donde se 

encontrará con el ovocito. Sin embrago, antes de poder hacer contacto con la ZP, se 

encontrará con células del cúmulo, que se encuentran expandidas debido a la 

secreción de ácido hialurónico, lo que se conoce como Matriz del Cumulus Oophorus, 

in vitro, tal expansión de las células del cúmulo es un indicador de la maduración del 

ovocito [35]. Esta barrera permite seleccionar a los espermatozoides con CE y sin RA 

prematura y los que no cumplan con estas condiciones no podrán atravesar la matriz 

celular, ya que es necesario un mecanismo mecánico (bateo flagelar) obtenido durante 

la CE y un mecanismo químico (liberación de enzimas) obtenido durante la RA para 

poder llegar a la ZP [33]. 

 

1.8.2 Reconocimiento del espermatozoide con la zona pelúcida 

 

La ZP es una capa traslúcida que rodea al ovocito cuya función principal es: proteger 

contra daños físicos, reconocimiento especie-específico, generar RA, evitar la entrada 

de más de un espermatozoide, contener a los blastómeros de una posible disociación 

y finalmente, permitir la implantación en el útero [33]. La ZP tiene un grosor aproximado 
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de 1 a 2 µm en diferentes especies de mamíferos pero se ha encontrado un grosor 

aproximado hasta de 16 µm en cerdo [33], además, está formada de glicoproteínas, 

con una composición de proteínas del 71%, de carbohidratos del 19% y el porcentaje 

restante de otras moléculas como ácido siálico y sulfatos [35]. En humano se han 

identificado familias de glicoproteínas con diferentes pesos moleculares que han sido 

clasificadas en 4, nombradas como: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 mientras que en ratón se 

han identificado las 3 primeras y en cerdo se han identificado 2 en condiciones 

reducidas y 4 en condiciones reductoras [47]. El espermatozoide una vez en la ZP, 

después de haber completado la CE y tener capacidad de generar RA, se unirá a un 

receptor inicial, ZP3, que tiene dos funciones principales: 1) Unir al ovocito y el 

espermatozoide a través de un enlace O-glicosídico mediado por la enzima galactosil-

transferasa y 2) disparar la RA producida por la porción peptídica de la ZP3. El disparo 

de la RA produce la exocitosis del contenido acrosomal de enzimas hidrolíticas como: 

hialuronidasa, acrosina y otras enzimas, además, también se liberan otras proteínas 

de unión a ZP2 y permiten una mayor adherencia en la ZP. Una vez unidos, el 

espermatozoide atravesará la ZP gracias a una acción mecánica (bateo flagelar) y a 

una acción enzimática (liberación de enzimas) [30].  

 

1.8.3 Fusión de gametos 

 

Una vez que el espermatozoide logra atravesar la ZP, pasará por el espacio perivitelino 

y se unirá a la membrana plasmática del ovocito a nivel de la zona ecuatorial, donde, 

con ayuda de microvellosidades del ovocito, el espermatozoide se adherirá con firmeza 

para iniciar su fusión. Tal proceso, permite no solo la incorporación de la cabeza del 

espermatozoide sino también del flagelo, lo que provocará un cese de movilidad, esta 

incorporación es dada por integrinas (α6 y β1) que se encuentran en las 

microvellosidades del ovocitos y otras proteínas miembros de la familia ADAMS como 

la fertilina α y β y ciritestina, además se han identificado otras proteínas que también 

participan en la fusión como: IZUMO y CD9 [48], esta última presente en el ovocito 

permitirá activar diferentes moléculas en el espermatozoide, una de ellas es el factor 
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espermático u oscilina, la cual, participa en la liberación  de Ca+2 través de pulsos, este 

aumento en la concentración del Ca+2 dentro del ovocito provoca la activación de éste, 

generando la reanudación de la meiosis, la formación del pronúcleo del ovocito y la 

descondensación del ADN del gameto masculino para la formación del pronúcleo 

masculino, además de la extrusión del segundo cuerpo polar [49, 50]. 

Este mecanismo ocurre entre el ovocito y el espermatozoide en porción 1:1 ya que un 

número mayor de espermatozoides dentro del ovocito no es benéfico y conduce a 

degeneración de éste, para ello el ovocito cuenta con un mecanismo para evitar que 

más de un espermatozoide fertilice, conocido como bloqueo de la polispermia  [50]. 

 

1.8.4 Bloqueo de la polispermia 

 

Para garantizar la correcta fertilización, el ovocito cuenta con un mecanismo doble para 

evitar la polispermia (entrada de más de un espermatozoide) ya que al tener más de 

dos juegos cromosómicos (poliploidía) podría ser fatal para el embrión provocando 

degeneración; particularmente el cerdo tiene la característica de ser una especie con 

un alto índice de polispermia in vitro, sin embrago, estudios de fertilización en cerdo 

han demostrado que el ovocito es capaz de eliminar espermatozoides adicionales, 

logrando el desarrollo de un embrión, siempre y cuando, los espermatozoides 

adicionales, no interfieran con el genoma del embrión [51]. 

El ovocito cuenta con un doble mecanismo para prevenir la polispermia que, 

dependiendo la especie de mamífero, uno puede ser más esencial que el otro, o 

pueden trabajar en conjunto para impedir el paso de más de un espermatozoide. El 

primer mecanismo, consiste en producir un cambio en el potencial de la membrana 

plasmática, ya que la entrada del primer espermatozoide genera una despolarización 

de membrana; mientras que el segundo mecanismo, consiste en la remodelación 

estructural de la ZP, esto es generado por la liberación de Ca+2 durante la activación 

del ovocito, provocando la liberación de gránulos corticales (pequeños organelos 

derivados del aparato de Golgi y que su tamaño varía entre 0.2 µm a 0.6 µm de 

diámetro dependiendo la especie) hacia el espacio perivitelino que a su vez liberan 
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enzimas que modifican la composición de proteínas de la ZP, lo que propicia la 

inactivación de receptores y endurecimiento de la ZP [51-53]. La comprensión del 

mecanismo de acción de los gránulos corticales podría ayudar a resolver el problema 

del alto porcentaje de polispermia en el cerdo [51]. 

. 

1.8.5 Singamia 

 

El proceso de transición entre la fertilización y el desarrollo embrionario se le denomina 

singamia y se puede definir como la migración de los pronúcleos en el centro del 

ovocito fusionando sus membranas nucleares [33]. Sin embargo, para que tal evento 

suceda, el espermatozoide tiene que ser capacitado y además del evento descrito con 

anterioridad, se han relacionado otras moléculas que ayudan al espermatozoide a 

hacerlo, como las especies reactivas de oxígeno (ERO) [54]. 

 

1.9 Radicales libres y especies reactivas de oxígeno 

 

Los radicales libres (RL) son átomos o moléculas que poseen un electrón desapareado 

en su último orbital, cada electrón tiene giros opuestos con determinada carga y al no 

ser neutralizado provoca inestabilidad de la molécula; tal inestabilidad del RL provoca 

la búsqueda inmediata de otros átomos o moléculas para “robar” el o los electrones 

faltantes, y así anular su inestabilidad, esta característica los hace muy reactivos a 

diversos elementos celulares como: proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, modificando 

su estructura y función [55]. La reacción producida y tiempo de vida suelen ser muy 

rápidas, de milisegundos (1ms) a nanosegundos (1ns), además las reacciones son 

muy variables pues los RL pueden reaccionar entre ellos mismos, anulando su 

reactividad e inclusive con el oxígeno (O2), una molécula de suma importancia para la 

sobrevivencia de los seres vivos, ya que, al ser un biradical (molécula que tiene dos 

electrones con spin paralelo) ambos electrones pueden ser donados produciendo 

formas activas de metabolitos de O2 mejor conocidas como ERO incluyen: anión 
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superóxido (.O2-), peróxido de hidrógeno (H2O2), y al radical hidroxilo (.OH-), cuya 

formación dependerá del número de electrones transferidos (tabla 2) [54, 56, 57]. 

Tabla 2. Especies Reactivas de Oxigeno  

 

1.10 Sistema antioxidante enzimático y no enzimático 

 

Para contrarrestar el efecto de las ERO, la célula cuenta con un sistema que permite 

mantener un determinado equilibrio para la homeostasis de óxido-reducción de la 

célula, a tal mecanismo se le conoce como sistema antioxidante no enzimático 

(exógeno) y enzimático (endógeno). El primer sistema, es obtenido a partir de la dieta 

por el consumo de frutas, verduras, cereales integrales, legumbres y ácidos grasos 

como el omega-3, de los cuales se obtienen moléculas como vitaminas (C y E 

principalmente), carotenoides y polifenoles que permiten contrarrestar los efectos de 

las ERO. EL sistema antioxidante enzimático está integrado principalmente por las 

enzimas: superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx); 

esta última participa tomando como sustrato al glutatión reducido (GSH), reduciendo 

al (H2O2), el cual es una de las ERO con mayor importancia en la célula, ya que es 

precursor del .OH- uno de los RL más dañinos para el espermatozoide [54, 58]. 

 

Tiempo de vida de las Especies Reactivas de Oxígeno. Tomado y modificado de 

Arenas-Ríos, E., et al., 2014 [54]. 

Molécula Símbolo Tiempo de vida en 

segundos a 37°C 

Potencial de 

reducción estándar 

(-oxidante) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(+oxidante) 

Oxígeno O2 >102 -0.46 

Peróxido de 

Hidrógeno 

H2O2 ……….. 0.32 

Anión 

Superóxido 

.O2- 1 x 10-6 0.94 

Hidroxilo .OH- 1 x 10-9 2.31 
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1.11 Estrés oxidante 

 

El término estrés oxidante fue definido por primera vez por Sies en 1997 [59] como: 

“una alteración en el equilibrio pro-oxidante / antioxidante a favor de la primera, lo que 

conduce a un daño potencial” [60]. En efecto, diferentes estudios han concluido que el 

estrés oxidante, es una de las principales causas de daño celular, ya que provoca daño 

en el ADN, oxidación de proteínas, lipoperoxidación de la membrana plasmática así 

como interrupción de la cadena respiratoria mitocondrial [57, 61-63], y particularmente 

la membrana del espermatozoide, al poseer una gran cantidad de ácidos grasos, es 

muy susceptible al daño por ERO, limitando la permeabilidad de la membrana y 

generando una disfuncionalidad del espermatozoide [54]. 

 

 

1.12 La participación de las ERO y su relación en la CE. 

 

Si bien se ha considerado que las ERO pudieran ocasionar un daño celular, al estar 

relacionadas con diferentes enfermedades y envejecimiento, también es claro que 

juegan un papel fisiológico importante en el espermatozoide durante la CE [64], esto 

fue determinado por Claude Gagnon, uno de los pioneros en los años 90´s [65].  Los 

espermatozoides producen ERO, por ello es importante entender su dualidad en 

diferentes procesos [66]. Se ha determinado que la CE es considerada, en parte, un 

proceso de óxido-reducción [67]. Koppers en 2008 determinó que las principales 

fuentes de ERO en el espermatozoide son: la membrana plasmática, por la acción de 

la NADPH oxidasa, y en la mitocondria por la oxidorreductasa (diaforasa) dependiente 

de NADH, sin embargo, este último tiene una menor producción de ERO [68]. A pesar 

de la gran controversia que existe sobre si las ERO participan en la CE, hay suficiente 

evidencia de la participación de ERO como: H2O2 y .O2
- , óxido nítrico (NO). La 

producción de ERO durante la CE implica la activación de diferentes blancos en la 

membrana plasmática como canales iónicos, además de la activación directa de la 

enzima Adenilato Ciclasa soluble (ACs) por H2O2 y .O2
.-, lo cual genera un aumento en 
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los niveles de AMPc intracelular activando la PKA, esencial en la fosforilación de 

tirosina, además de la inhibición de fosfatasas (TF), que conducen a la CE del 

espermatozoide [69]. 

Otro blanco clave de las ERO es la TF, estas enzimas tienen un residuo de cisteína en 

su sitio activo, que al estar reducido, la TF expresa actividad, por lo que, al oxidarse 

en presencia de las ERO (H2O2) inhiben su función, que como ya se mencionó, es un 

evento importante en la CE [70]. 

Estudios han demostrado que, al disminuir las ERO por la adición de enzimas 

antioxidantes se produce una disminución de la fosforilación de tirosinas por lo que el 

proceso de CE se ve afectado [71]. Por el contrario, al añadir ERO como H2O2 en 

espermatozoides de mamíferos hay un aumento en la fosforilación de tirosinas lo que 

favorece la CE, lo que podría parecer contradictorio al efecto que las ERO y los 

antioxidantes tienen en diferentes funciones fisiológicas en el organismo [72]. 

Se han descrito otras vías que tienen importante participación en la CE, tal es el caso 

de la vía AMPc activadora de enzimas, esto implica la activación de PKA y la 

fosforilación de la proteína cinasa activada por mitógenos (MEK)  [63], sin embargo en 

la activación de MEK se ha visto involucrado el H2O2, por activación de la cinasa PKC, 

la fosforilación de Raf y posteriormente activando a MEK, además se ha identificado 

como un transductor de señales clave en la fosforilación de tirosinas que desencadena 

la CE y la RA [63]. 

Como ya se mencionó, las ERO tienen un papel fundamental en la CE, sin embrago 

un excedente de éstas, podría causar estrés oxidante, para ello se requiere del sistema 

antioxidante que permita mantener un equilibrio redox, uno de estos antioxidantes es 

el GSH [54]. 

 

1.13 Síntesis del GSH y su papel en la capacitación espermática. 

 

El GSH es una molécula de bajo peso molecular que se sintetiza en el citoplasma de 

la célula por acción de dos enzimas, la glutamato cisteína ligasa (GCL), que como su 
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nombre lo indica, se encarga de ligar el glutamato y a la cisteína formando γ-

glutamilcisteína, posteriormente, la glutatión sintetasa (GS) cataliza la reacción para 

unir a la glicina y así formar el GSH, dicha síntesis es regulada por la GCL [73]. A 

niveles basales el GSH se encuentra en las células de mamífero en una concentración 

de 1 a 11 mM, mientras que en espermatozoides de cerdo la concentración de GSH 

oscila entre 3.84 ± 0.21 nM/108 [73]. 

El GSH, es un tripéptido constituido por los aminoácidos: glicina, cisteína y ácido 

glutámico [74], tiene un papel fundamental como regulador de ERO, ya que participa 

como agente reductor del H2O2 a agua (H2O), la GPX toma como sustrato al GSH, 

dando como resultado la oxidación del glutatión (GSSG), este será reducido por la 

glutatión reductasa GR utilizando como cofactor el NADPH para generar de nuevo 

GSH y H2O [75-77]. 

El mecanismo de acción del GSH radica en el grupo sulfhidrilo de la cisteína, 

participando en reacciones de reducción y conjugación, eliminando compuestos como 

peróxidos y actuando como un sistema de defensa contra el estrés oxidante [78]. 

Se ha demostrado su participación cuando está presente en el espacio extracelular, 

en la protección de la membrana plasmática por su capacidad para reaccionar con 

aldehídos citotóxicos que se producen durante la peroxidación de lípidos [79]. 

Por tal motivo, se propone al GSH como un importante regulador de la CE, donde una 

adecuada concentración pueda aumentar los porcentajes de CE y posteriormente los 

porcentajes de FIV en el modelo porcino. 

 

1.14 Fertilización in vitro y el modelo porcino 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), la infertilidad se encuentra 

dentro de las 5 discapacidades que más afectan al ser humano a nivel mundial, ya que 

una de cada seis parejas, tiene problemas al concebir un nuevo ser [80]. 

Desafortunadamente, este problema podría ser contradictorio, debido al hecho de que 

el mundo se encuentra sobrepoblado, sin embargo, es necesario implementar técnicas 
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de concepción para parejas que deciden, por diversas razones, planificar su embarazo. 

Para ello, diversos investigadores han ampliado el estudio de técnicas que solucionen 

problemas de infertilidad; tal es el caso de la fertilización in vitro (FIV), la cual, es una 

técnica de reproducción asistida (TRA) que permite aumentar la tasa de éxito 

reproductivo [81]. 

En los últimos años, la FIV ha tenido gran auge en especies de gran valor económico, 

cultural, social y médico, tal es el caso del cerdo, en donde la TRA permite producir 

cerdos de valor en la ganadería como verracos, además de recuperar otras variedades 

que se encuentran en peligro de extinción y son endémicas de nuestro país, como el 

cerdo pelón mexicano, ya que se han creado cerdos genéticamente modificados para 

ser donantes de tejidos y órganos [82]. En esta última metodología, es en donde los 

investigadores han apuntado para que el cerdo sea un buen modelo para tratar 

diferentes patologías como problemas reproductivos debido a su fisiología similar con 

el humano [83]. 

 

2. Antecedentes 

 

En las TRA que buscan conservar la calidad espermática se ha utilizado el GSH como 

antioxidante, intentando alargar la vida útil del gameto masculino [84]. Estudios han 

demostrado el papel del GSH como regulador de ERO y que su efectividad depende 

de la concentración en el medio capacitante, particularmente, en espermatozoides de 

cerdo, se ha observado que, cuando se utiliza una concentración de 5 mM disminuye 

no solo la capacitación sino, además, la viabilidad en comparación con una 

concentración de 1 mM donde aumenta la CE [85], esto demuestra la dualidad que 

existe de las ERO, ya que es necesario de una concentración adecuada regulada por 

el GSH para favorecer la CE [85-87].  

Estudios recientes han demostrado que, en espermatozoides congelados de toro y de 

cerdo, se produce un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes debido a daños en 

la membrana, disminuyendo la viabilidad del espermatozoide, por lo que se considera 
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de suma importancia la presencia de un sistema que equilibre el estrés oxidante al que 

está expuesto el espermatozoide [84, 88] durante su capacitación y aumente la 

fertilización [89]. 

Estrada y colaboradores (2014) reportaron que la adición de 2 mM de GSH en medios 

de congelación en espermatozoides crioconservados de cerdo, incrementa la tasa de 

partos y número de lechones vivos por camada [90], estos resultados fueron similares 

a los reportados por Lucio y colaboradores (2016), donde determinaron que en un 

extensor para la crioconservación de espermatozoide de perro con una concentración 

de 10 mM de GSH, y utilizados para inseminación aumentó la tasa de fertilidad en 

perras a diferencia de una concentración de 20 mM [91]. De ahí la importancia de 

conocer la concentración adecuada de GSH que permita incrementar la fertilidad [91]. 

Nuestro grupo de trabajo demostró que el GSH a una concentración 1 mM favoreció 

la CE de semen fresco en cerdo, esto se asocia a un aumento en la fosforilación de 

tirosinas y disminución en la oxidación de grupos sulfhidrilos procesos importantes en 

la CE, mientras que, la concentración de GSH 5 mM la CE disminuyó; por lo que el 

GSH podría estar participando como un importante regulador de la CE [92]. Sin 

embargo, ahora es importante conocer si estas modificaciones en el proceso de CE 

repercuten en la fertilización. 

 

3. Justificación 

 

El papel de los antioxidantes es contrarrestar el efecto nocivo de las ERO, evitando el 

estrés oxidante. Sin embargo, los antioxidantes se han usado indiscriminadamente 

para la conservación de espermatozoides, sin tomar en cuenta que la oxidación tiene 

un papel importante en el proceso de capacitación. 

En nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado el papel relevante del GSH, reportando 

que a concentraciones de 1 mM se obtiene un porcentaje adecuado de 

espermatozoides capacitados, mientras que, a otras concentraciones, el proceso de 

capacitación se ve afectado; esto nos permite suponer que el GSH es un importante 
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regulador de la CE. Por lo que es importante analizar, si la concentración de GSH 

administrada durante la capacitación, puede modificar los porcentajes FIV. 

 

4. Pregunta de investigación 

 

¿Cómo afectará la concentración de GSH durante la capacitación espermática la 

fertilización in vitro de ovocitos porcinos? 

5. Hipótesis 

 

Las concentraciones de GSH que favorecen la capacitación espermática, 

incrementarán la fertilización in vitro en ovocitos porcinos. 

 

6. Objetivos 

 

6.1 General   

 

Determinar si al adicionar diferentes concentraciones de GSH durante la capacitación 

espermática se modifica la fertilización in vitro de ovocitos porcinos. 

 

6.2 Específicos 

 

1. Evaluar mediante un análisis seminal, la calidad del semen. 

2. Evaluar después de cuantos días de almacenamiento de los 

espermatozoides con medio Duragen, se puede determinar la CE de forma 

confiable. 

3. Evaluar la capacitación de espermatozoides de cerdo a diferentes 

concentraciones de GSH: 0 mM (control), 0.5 mM, 1 mM y 5 mM. 

4. Determinar el tiempo de CE y coincubación para la fertilización in vitro. 
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5. Determinar el medio CE (TALP-HEPES vs TBMm) más adecuado para la 

posterior fertilización in vitro. 

6. Evaluar si la centrifugación de los espermatozoides afecta la fertilización in 

vitro. 

7. Evaluar la fertilización in vitro de ovocitos porcinos usando espermatozoides 

capacitados con las concentraciones de GSH: 0 mM (control), 0.5 mM, 1 mM 

y 5 mM. 

8. Evaluar la fertilización in vitro de ovocitos porcinos en coincubación con 

espermatozoides a concentraciones de GSH: 0 mM (control), 0.5 mM, 1 mM 

y 5 mM. 

 

7. Materiales y métodos 

 

Para realizar el trabajo se tomaron en cuenta parámetros de inclusión como: el análisis 

de la calidad espermática, CE, MIV y finalmente la FIV; obteniendo los siguientes 

resultados. 

 

7.1 Material biológico 

 

Se utilizó semen fresco de verracos de aproximadamente 2 años con fertilidad 

comprobada proveniente de una granja porcina comercial. La muestra se obtuvo por 

técnica de mano enguantada y fue transportada a 16 ºC en diluyente Duragen de alta 

duración para su mantenimiento, sin exposición a luz y en menos de 1 hora fue llevada 

al laboratorio para su procesamiento. Previo a utilizar la muestra se verificó que 

presentara un mínimo de 80% de movilidad para poder ser consideradas para FIV, 

esto se pudo realizar con ayuda de un microscopio invertido a 250X (Olympus M021, 

Olympus Optical, Japón). 
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7.2 Análisis seminal 

 

Una vez en el laboratorio, el semen fue almacenado en una cava a 16ºC hasta su uso. 

Para evaluar la viabilidad de la muestra se realizó una tinción con Eosina-Nigrosina. 

En un portaobjetos se realizó un frotis colocando 5μL de semen y 5μL de Eosina-

Nigrosina, secando en una parrilla a 38°C por 30 segundos, se determinó la viabilidad 

espermática haciendo un conteo de 200 espermatozoides, considerando los siguientes 

criterios: aquellos espermatozoides que permanecen sin teñir se consideraron vivos y 

los que estén teñidos se consideraron muertos. Las muestras fueron observadas con 

ayuda de un microscopio óptico a 400X. 

Para evaluar la morfología se utilizaron las mismas laminillas de Eosina-Nigrosina. Se 

realizó un conteo de 200 espermatozoides y se evaluó considerando los criterios 

descritos por el manual para la examinación y el procesamiento de la OMS 2010 [93]. 

Las muestras fueron observadas con ayuda de un microscopio óptico a 400X. 

Para evaluar la concentración espermática se colocaron en un portaobjetos 10 μL de 

muestra y con el objetivo de 100X se hizo un conteo un campo y de acuerdo con el 

número de espermatozoides se realizó la dilución correspondiente al de la OMS 2010 

[93] (Tabla 3). 

Tabla 3. Dilución espermática. 

 

La concentración de espermatozoides se obtiene a partir de la dilución obtenida del 

conteo de espermatozoides visualizados en un campo del microscopio óptico a 

100X. Tomado y modificado de OMS, 2010 [93]. 

Número de 

espermatozoides 

Dilución Semen (μL) Fijador (μL H2O) 

> 101 1:20 50 950 

16 – 100 1:5 50 200 

2 – 15 1:2 50 50 

< 2 1:2 50 50 
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De la dilución, fueron colocados a cada lado de una cámara de Neubauer 10 μL de 

dilución realizando el conteo en 5 cuadriculas diferentes de cada lado y cuyo resultado 

se expresó en millones 1 x 106 de espermatozoides por mL. El conteo fue hecho con 

un microscopio óptico a 400x. 

 

 

 

7.3 Obtención de ovocitos y maduración in vitro (MIV) 

 

Los ovarios fueron colectados de cerdas prepúberes recién sacrificadas en el rastro, 

siendo transportados al laboratorio en cloruro de sodio (NaCl) 0.9% a 25°C en menos 

de 2 horas. 

Una vez en el laboratorio, los folículos ováricos de 3-6 mm de diámetro, se puncionaron 

con una jeringa estéril con capacidad de 10 mL, sustituyendo la aguja por una de 

calibre 18 para obtener fluido folicular sin dañar a los ovocitos; la muestra se dejó 

sedimentar por 20 min, al paquete celular obtenido se agregaron 25 mL de medio 

modificado de lavado Tyrode suplementado con lactato de sodio 10 mM, HEPES 10 

mM y PVA 1mg/mL (TL-HEPES-PVA) con un pH de 7.3 a 7.4  y se dejó sedimentar 

por 15 min, por dos ocasiones para su lavado. Posteriormente, fueron colocados en la 

base y en la tapa de una caja de Petri estéril de 90 mm de diámetro para comenzar 

con la colecta de ovocitos. 

La selección de ovocitos se realizó con una manguera de látex de aproximadamente 

60 cm de longitud con un diámetro de 5 mm, la cual, en un extremo estaba conectada 

a una pipeta Pasteur estéril; antes de utilizar la pipeta Pasteur, se sometió a calor y 

por estiramiento manual, se redujo su diámetro para dejar pasar los ovocitos lo más 

limpios posible, pero sin dañarlos, tal selección se llevó a cabo bajo un microscopio 

estereoscópico (Olympus SZ60, Olympus Optical, Japón). Se realizó la colecta de 

ovocitos que presentaron citoplasma uniforme y granular además de encontrarse 

rodeados de 2 a 3 capas de células del cúmulo. Los ovocitos seleccionados fueron 
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lavados por tres ocasiones en cajas Petri estériles de 35 mm de diámetro, con gotas 

de 500 µL de medio de maduración TCM-199 con sales de Earle y bicarbonato de 

sodio 26.2 mM libre de proteínas, suplementado con D-glucosa 3.05 mM, piruvato de 

sodio 0.91 mM, PVA 0.1 %, cisteína 0.57 mM, EGF 10ng/mL. Finalmente, entre 35 a 

40 ovocitos fueron transferidos a una gota de 500 µL en una placa de 4 pozos estéril, 

agregando LH (0.5 µg/mL) y FSH (0.5 µg/mL). Las cajas se incubaron a 39ºC, 5% de 

CO2
 y saturación de humedad por 44 h [94]. 

 

7.4 Capacitación espermática con TALP-HEPES 

 

Se realizó tomando 1 mL de semen, que fue lavado en un tubo Eppendorf de 1.5 mL 

centrifugando a 600 g durante 10 min, el sobrenadante fue eliminado y el paquete 

celular fue resuspendido en 1 mL de PBS y se centrifugó a 600 g por 10 min, esta 

acción se repitió una vez más. El sobrenadante fue eliminado y el paquete celular fue 

resuspendido en 1 mL de Tyrode con Albumina Lactato Piruvato (TALP-HEPES) e 

inmediatamente se tomaron 50 µL de la dilución y se fijaron con 50 µL de 

Paraformaldehido (PAF) en un tubo Eppendorf de 1.5 nuevo, almacenando a 4°C para 

evaluar el tiempo cero. Posteriormente con ayuda de la cámara de Neubauer se realizó 

un conteo para tomar de la dilución 8 x 106 espermatozoides / mL y llevar a 1 mL con 

medio TALP-HEPES que contiene: NaCl 116.0 mM, KCl 3.1m M, Lactato sódico 21.7 

mM, MgSO4 0.4 mM, NaH2PO4●H2O 0.3 mM, Glucosa 5.0 mM, NaHCO3, Piruvato 

Sódico 1.0 mM, HEPES s/sodio 20 mM, Rojo Fenol 334.38 mM, suplementado con 3 

mg/mL de BSA y ajustado a pH 7, en placas de 4 pozos previamente incubadas con 

las diferentes concentraciones de GSH.  

Para el preparado de cajas con GSH, se elaboró una solución Stock de 10 mL con una 

concentración de 50 mM de GSH. Para la concentración control se colocaron 1000 µL 

de TALP-HEPES, para la concentración de 0.5 mM se tomaron 100 μL de solución 

Stock más 900 μL de TALP-HEPES, para la concentración de 1 mM se tomaron 200 

μL de solución Stock más 800 μL de TALP-HEPES y para la concentración de 5 mM 

se tomaron 1000 μL de la solución Stock. 
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Las muestras fueron incubadas a 39 °C con 5% de CO2 a saturación de humedad por 

4 horas. La CE se evaluó por la técnica de clortetraciclina (CTC 750mM en NaCl 

130mM, cisteína 5mM y 20mM Tris-HCl ajustando a pH 7.8), y montados con solución 

Dabco (glicerol-PBS, a una proporción 9:1) observando a 510nm con ayuda de un 

microscopio de epifluorescencia a 400X logrando observar los siguientes patrones: 

espermatozoides no capacitados con fluorescencia generalizada, capacitados con 

fluorescencia en acrosoma y pieza media y reaccionados con baja fluorescencia en 

acrosoma [95]. 

 

 

Figura 5. Parámetros evaluados durante la CE por tinción de CTC. a) Espermatozoide no capacitado, 

b) capacitado y c) reaccionado. Tomado y modificado por Ded, L., et al. (2010)  [92]. 

 

 

7.5 Capacitación espermática para comparar TALP-HEPES y TBMm para FIV 

 

Con ayuda de una micropipeta (100-1000 µL) se tomaron 5 mL de muestra de semen 

y se diluyeron en 5mL de solución salina de fosfatos (PBS-Dulbecco. Gibco), 

suplementada con BSA fracción V al 0.1%, 75 µg/mL de penicilina potásica G y 50 

µg/mL de sulfato de estreptomicina a un pH de 7.2, en un tubo falcón de 15 mL. La 

dilución obtenida se centrifugó a 61 g en una centrífuga clínica (Jouan, Francia) 
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atemperada a 35°C durante 5 min, se recuperaron 5 mL del sobrenadante y se 

resuspendió 1:1 con DPBS, se centrifugó a 1900 g por 5 min. El sobrenadante fue 

desechado y se recuperó el paquete celular, éste se resuspendió nuevamente en 

10mL de DPBS, centrifugando a 1900 g por 5 min, el sobrenadante fue desechado y 

se recuperó el paquete celular.  

El lavado de espermatozoides se realizó por duplicado, un paquete celular fue 

resuspendido en 100 µL de medio TALP-HEPES y otro paquete celular fue 

resuspendido en 100 µL de medio amortiguado con Tris modificado (TBMm, por sus 

siglas en inglés), compuesto de NaCl 113.1 mM, KCl 3 mM, CaCl2•2 H2O 7.5 mM, Tris 

20 mM, glucosa 11 mM, piruvato de sodio 5 mM. Dicho medio fue previamente 

suplementado con cafeína 2.5 mM (0.0098g de cafeína anhidra o 0.019g de benzoato 

de cafeína) (Sigma 4144) y Albumina Sérica Bovina (BSA) al 0.4% (Sigma 7888), 48 

horas antes de la CE y se preincubó de acuerdo con las especificaciones descritas. 

Del concentrado de espermatozoides (100 µL de TALP-HEPES y TBMm en cada tubo), 

se realizó el conteo de espermatozoides con ayuda de la cámara de Neubauer para 

tomar de la dilución de 8 x 106 espermatozoides y colocarlos en una placa de 4 pozos 

con 1 h previa de incubación con lo correspondiente en µL de medio TALP-HEPES y 

TBMm para capacitar en un volumen total de1 mL de medio capacitante. 

Unas muestras de espermatozoides fueron incubadas a 39 °C con 5% CO2 a 

saturación de humedad por 4h y otras por 2h para ser co-incubadas para la FIV por 2 

y 4h, respectivamente. 

 

7.6 Denudación de ovocitos 

 

Durante el tiempo de la CE in vitro y una vez trascurridas las 44 h de la MIV, con ayuda 

de una micropipeta (10-100 µL), bajo un microscopio estereoscópico (Olympus SZ60, 

Olympus Optical, Japón) y con pipeteos suaves en repetidas ocasiones  se denudaron 

los ovocitos, posteriormente se utilizó la misma manguera y pipeta Pasteur para 

trasferir los ovocitos a 2 cajas Petri de 35 mm de diámetro estériles, con gotas con 500 
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µL de TCM-199, y después a 3 cajas con las mismas características pero con TBMm, 

la trasferencia entre el total de las cajas (5) fue de manera sucesiva. Finalmente, los 

ovocitos fueron transferidos a una caja de 4 pozos con 50 µL de TBMm suplementado, 

colocando de 30 a 35 ovocitos e incubándolos a 38.5 °C en atmósfera húmeda y 5% 

de CO2 hasta su inseminación [96]. 

Para la evaluación del GSH en co-incubación, los ovocitos no fueron transferidos a la 

caja de 4 pozos, estos fueron mantenidos en la quinta caja de TBMm. 

 

7.7 Fertilización in vitro (FIV) de acuerdo con el protocolo de laboratorio de Biología 

celular 

 

De acuerdo con el protocolo de FIV del laboratorio [96] los espermatozoides son 

lavados en medio DPBS como se describe en el apartado 7.5; Se realizó el cálculo 

necesario para tomar 50 μL con una concentración de 5 x 105 espermatozoides/mL y 

colocarlos junto con los ovocitos en gotas de 50 μL de TBMm en una placa de 4 pozos 

para tener un volumen total de 100 μL de medio fertilizante. 

Las muestras fueron co-incubadas a 38.5 °C con 5% de CO2 y saturación de humedad 

por 6h [97]. 

 

7.8 Fertilización in vitro (FIV) para comparar medios: TALP-HEPES y TBMm; y tiempo 

de coincubación: 4 h + 2 h vs 2 h + 4 h 

 

En la FIV para comparar diferentes medios capacitantes y diferentes tiempos de co-

incubación se realizó el mismo procedimiento descrito en el apartado anterior (7.7). Se 

tomaron 5 x 105 espermatozoides/mL para colocarlos junto con los ovocitos en gotas 

de 50 μL de TBMm en una placa de 4 pozos, las gotas se llevaron a un volumen final 

de 100 μL de TBMm de acuerdo con lo sugerido en el protocolo de fertilización.  
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Las muestras fueron co-incubadas a 38.5 °C con 5% de CO2 y saturación de humedad 

por 4 y 2 h dependiendo el tiempo previo de CE y así completar las horas de 

fertilización (6 h) [97]. De esta manera se logró evaluar los medios capacitantes y el 

tiempo de CE y co-incubación necesario para la FIV. 

 

7.9 Fertilización in vitro (FIV) en espermatozoides con y sin centrifugados 

 

En la FIV para espermatozoides centrifugados se realizó el mismo procedimiento 

descrito en el apartado anterior (7.8), con la diferencia en que los espermatozoides 

fueron capacitados solo en TBMm y fueron centrifugados a 1900 g por 5 min. 

Posteriormente, el sobrenadante fue desechado, se recuperó el paquete celular y se 

diluyó en 100μL de TBMm. Finalmente se realizó el cálculo necesario para tomar 5 x 

105 espermatozoides/mL y colocarlos junto con los ovocitos en gotas de 100 μL de 

TBMm en una placa de 4 pozos por un tiempo total de 6 h. 

 

7.10 Fertilización in vitro (FIV) para co-incubación 

 

En la FIV para co-incubación se realizó el procedimiento descrito en el apartado 

anterior (7.7), pero se preparó la placa de 4 pozos con 50 μL de TBMm y las diferentes 

concentraciones de GSH (0. 0.5. 1 y 5 mM) a evaluar. Para el preparado de cajas, se 

elaboró una solución stock de 1 mL con una concentración de 50 mM de GSH. Para la 

concentración control se colocaron 50 μL de TBMm, para la concentración de 0.5 mM 

se tomó 1 μL de solución Stock más 49 μL de TBMm para la concentración de 1 mM 

se tomó 2 μL de solución Stock más 48 μL de TBMm y para la concentración de 5 mM 

se tomó 10 μL de solución Stock y 40 μL de TBMm; con esto obtendríamos una 

concentración doble de las concentraciones de GSH a evaluar, de tal manera que al 

agregar los 50 μL de espermatozoides, la concentración de GSH sería la deseada. 
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Finalmente se realizó el cálculo necesario para tomar 5 x 105 espermatozoides/mL y 

colocarlos junto con los ovocitos en la placa de 4 pozos por un tiempo total de 6 h. 

 

7.11 Lavado de ovocitos y transferencia al medio de desarrollo (NCSU-23) 

 

Una vez trascurridas las 6 h de inseminación, se realizó la eliminación de 

espermatozoides pasando los ovocitos por tres ocasiones consecutivas a cajas Petri 

de 35mm de diámetro con gotas de 50 μL de NCSU-23 (North Carolina State 

University-23), suplementando con BSA libre de ácidos grasos al 0.4 %, las cuales 

fueron cubiertas con aceite mineral. Finalmente se transfirieron a una placa de cuatro 

pozos con gotas de 500 μL del mismo medio cubiertas con aceite mineral. Las 

muestras fueron co-incubadas a 38.5 °C con 5% de CO2 y saturación de humedad por 

12 a 14 h. [98] 

 

7.12 Tinción, fijado y montaje 

 

Después de las 12 a 14 horas de incubación se realizó una doble tinción. Se inició 

transfiriendo los ovocitos a una caja nueva con 500 μL de PBS en cada pozo para su 

lavado. Para viabilidad se añadieron 250 µL de MTT (bromuro de 3- 4,5-dimetiltiazol-

2-il -2,5-difeniltetrazolio) por 20 min en incubación, se eliminó el exceso de MTT y 

nuevamente se lavó con PBS, se añadieron 500 μL de glutaraldehído (fijador), se 

cubrió con papel aluminio e incubó  a -4 °C por 20 min, se eliminó el exceso de 

glutaraldehído y nuevamente se lavó con PBS, se añadieron 250 μL de Hoechst, se 

cubrió con papel aluminio y se incubó -4 °C por 45 min, se eliminó el exceso de Hoechst 

y nuevamente se lavó y mantuvo con PBS para su montaje. Una vez teñidos y fijados, 

se tomaron de 10 a 15 ovocitos y se colocaron en un portaobjetos agregando de 1 a 2 

gotas de medio de montaje, se cubrió con un cubreobjetos y se selló con barniz para 

uñas, almacenando para su posterior evaluación. 
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7.13 Evaluación de la fertilización 

 

La fertilización fue evaluada mediante la tinción Hoechst el cual es un colorante que 

emite fluorescencia azul cuando se une al ADN [99] observando con ayuda de un 

microscopio de epifluorescencia (Zeiss Axiostar plus), λ=460 nm a 400X, considerando 

los siguientes criterios: ovocitos con un pronúcleo (PN), fueron considerados como 

activados; con dos PN, considerados como fertilizados monospérmicos y; con tres o 

más PN, tomados como polispérmicos. La viabilidad se determinó con MTT, el cual 

implica la conversión del MTT en formazan insoluble por acción de enzimas 

mitocondriales, con microscopio óptico a 400X se observó una coloración purpura para 

los ovocitos viables y sin coloración los no viables [100].  

 

 

 

Figura 6. Métodos. La imagen muestra forma general el diseño experimental que fue empleado. 

 

8. Análisis estadístico  
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Se realizó un mínimo de tres experimentos por análisis, evaluando de 25 a 30 ovocitos 

por tratamiento.  

Para la FIV se realizó una prueba ANOVA seguida de Tukey para comparar el número 

de ovocitos fertilizados por tratamiento. Se consideró diferencia estadísticamente 

significativa a una p<0.05. 

Para determinar la CE se realizó la prueba T-student. 

 

9. Resultados y discusión  

El GSH se ha usado indiscriminadamente para la conservación de espermatozoides 

de diferentes especies debido al papel antioxidante que presenta [88, 89, 91, 101-103]. 

Sin embargo, no siempre se toma en cuenta que, la oxidación tiene un papel 

importante en procesos relacionados con la fisiología del espermatozoide, 

particularmente, en la CE [54, 63, 69, 75, 104]. Por tal motivo, en el presente trabajo 

se estudió la funcionalidad de los espermatozoides en la FIV sometidos previamente 

a tratamientos con diferentes concentraciones de GSH. 

9.1 Análisis seminal 

 

El análisis seminal se realizó a partir de la evaluación de diferentes parámetros como: 

viabilidad, morfología, concentración y movilidad (tabla 4). Para ello, se evaluaron un 

total de 4 muestras obteniendo como resultado lo siguiente:  en la viabilidad se obtuvo 

un 93.5 ± 1.7% (media ± DE) de células vivas, por encima de lo recomendado por 

Gadea y colaboradores en 2004 y por Bucci y colaboradores en 2012, quienes 

obtienen un porcentaje de 84.8 ± 0.7 % y 91.3 ± 2% (media ± DE) respectivamente  

[105, 106]; para morfología, el resultado obtenido fue del 97.7 ± 0.9% (media ± DE) de 

células normales, de lo cual, González y Ramírez en 2014 encontraron un total de 68.8 

± 16.1% (media ± DE), sin embargo, Sutkeviciene y colaboradores en 2009 

encontraron un 84.8 ± 10.3 a un 55.0% (media ± DE), como mínimo, de 
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espermatozoides normales para poder lograr la fertilización [107, 108]; finalmente la 

concentración espermática fue de: 365.0 X 106 ± 37.0 X 106 espermatozoides/mL, para 

lo cual Tsakmakidis y colaboradores en 2010 señalan que, el rango de una adecuada 

concentración de muestra de semen porcino debe de ser superior a 100 X 106 

espermatozoides/mL [109] finalmente, la movilidad se determinó de manera subjetiva 

verificando que las muestras presentaran como mínimo, un aproximado de 80% de 

movilidad [110]. 

Tabla 4. Parámetros evaluados en el análisis seminal. 

Parámetros evaluados, resultados obtenidos, así como, las referencias que 

sustentan que las muestras cumplen los parámetros de inclusión n=4. 

Análisis seminal Parámetros obtenidos Parámetros recomendados 

Viabilidad (V) 93.5 ± 1.7 vivos >84.8 (Gadea et al, 2004 y Bucci et 

al, 2012). 

Morfología 97.7 ± 0.9 normales >55 (González y Ramírez, 2014 y 

Sutkeviciene 2009). 

Concentración 365.0 x 106 ± 37.0 x 106 

espermatozoides/mL 

>100.0 x 106 (Tsakmakidis y 

colaboradores, 2010) 

Movilidad 80% movilidad >80% (Ducolomb, 2004). 

 

Los resultados obtenidos de los parámetros espermáticos indican que, las muestras 

utilizadas en el presente trabajo cumplen con las recomendaciones para ser 

consideradas en el presente estudio. 

 

9.2 Capacitación espermática 

 

De acuerdo con las especificaciones del vendedor de la muestra de semen, las 

muestras utilizadas las entregaban diluidas 1:10 en un extensor comercial (Duragen) 

de “alta duración”, que permitía usar las muestras aun después de 5 días de 
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almacenamiento, sin embargo, con la finalidad de validar lo anterior, a partir de 3 

muestras de semen por día, se determinó la CE por un total de 3 días consecutivos. 

El día de llegada de la muestra al laboratorio (día 1) se realizó la capacitación 

espermática, evaluando a tiempo 0 (T0) y después de 4 h de incubación (tiempo 

final=TF) en medio capacitante, obteniendo los siguientes resultados: 11.3 ± 7.7% 

(media ± DE) de espermatozoides capacitados a tiempo cero y un 54.8 ± 3.8% (media 

± DE) de espermatozoides capacitados después de 4 h en medio capacitante; al 

siguiente día (día 2) se realizó la determinación de la capacitación de la muestra, 

obteniendo un porcentaje mayor de espermatozoides capacitados a tiempo 0 con un 

45 ± 27.6% (media ± DE) y 72.3 ± 19.8% (media ± DE) a TF, y finalmente al tercer día 

(Día 3), el porcentaje de espermatozoides capacitados fue de 86 ± 8% (media ± DE) a 

T0, similar a TF, con un porcentaje del 87.5 ± 8.4% (media ± DE) (tabla 4; gráfica 1). 

Este análisis logró ser evaluado a partir de la tinción con CTC, el cual permite observar 

espermatozoides no capacitados con fluorescencia generalizada, capacitados con 

fluorescencia en acrosoma y pieza media y reaccionados con baja fluorescencia en 

acrosoma. 

 

 

Figura 7. Evaluación de la CE por tinción de CTC. Parámetros observados durante la CE: a) 

Espermatozoide no capacitado, b) capacitado y c) reaccionado. Análisis por CTC a 400X. 
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El aumento en la CE a tiempo 0 podría deberse a problemas en la manipulación de la 

muestra, desde la recolección hasta el almacenamiento ya que se sabe que diversos 

factores influyen en su mantenimiento, como la temperatura, tipo de almacén, así 

como, el tipo de diluyente [111], Schulze y colaboradores (2015) menciona que el 

problema más crítico para el procesamiento de semen fresco es la contaminación 

bacteriana [112], esto provoca un daño en la membrana plasmática y del acrosoma 

después de 3 días de almacenamiento, Waterhouse y colaboradores (2006) indican 

que la membrana plasmática del espermatozoide es muy sensible a los cambios de 

temperatura, no solo durante la congelación, sino también en la conservación, debido 

a la composición de la membrana [113], como por ejemplo, la cantidad de colesterol 

comparada con otras especies [114], generando pérdida en la permeabilidad de la 

membrana, lo que ocasiona un deterioro en la función de proteínas de membrana, esto 

desregula la entrada y salida de diversas moléculas importantes para el mantenimiento 

adecuado del espermatozoide en su conservación [114-116].  Green y Whtason 

reportan que, no solo hay un aumento de fluidez de membrana, sino también, 

coinciden con lo reportado por Bravo y colaboradores en 2005, quienes  mencionan  

que, además hay variaciones en la fosforilación de tirosinas entre espermatozoides 

crio-conservados a 5 °C y semen fresco [117, 118] De acuerdo con los resultados 

obtenidos, se concluyó que, las muestras de semen solo podían ser utilizadas el día 

1, es decir, el día de llegada al laboratorio, ya que, debido a su conservación y 

manipulación, a partir del día 2, los espermatozoides comienzan a tener CE y RA 

espontánea, lo que podría interferir con la fertilización del ovocito. 

 

Tabla 5. Capacitación espermática en diferentes días. 

Evaluación de CE a tiempo cero y a tiempo final de muestras de 1 a 3 días de 

obtención. n=9. 

Capacitación espermática Tiempo cero Tiempo final 

Día 1 11.3 ± 7.7 a 54.8 ± 3.8 a 

Día 2 45 ± 27.6 a 72.3 ± 19.8 a 

Día 3 86 ± 8 b 87.5 ± 8.4 b 
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Gráfica 1. Evaluación de la CE en diferentes días. Las barras representan el promedio ± DE de CE 

a tiempo 0 (cuadros pequeños) y después de 4 horas (cuadros grandes) en condiciones capacitantes, 

en muestras con 1 a 3 días de haber sido obtenidas. Las letras distintas muestran diferencias 

estadísticamente significativas entre tiempo de capacitación y días de almacenamiento p<0.05. T-

student. 

 

9.3 Capacitación espermática con GSH 

 

Para evaluar la FIV con espermatozoides capacitados a diferentes concentraciones de 

GSH fue necesario evaluar previamente la CE con las concentraciones de GSH a 

evaluar, para determinar si los porcentajes obtenidos durante la CE tendrían una 

relación con la FIV de acuerdo con nuestra hipótesis planteada. 

A partir de la evaluación de 200 espermatozoides por tratamiento, se obtuvieron los 

siguientes resultados: para el grupo control, la proporción de espermatozoides 

capacitados fue del 53%; grupo con una concentración de GSH de 0.5 mM, la 

proporción de espermatozoides capacitados fue del 47%; grupo con una concentración 
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de GSH de 1 mM, la proporción de espermatozoides capacitados fue del 63% y 

finalmente en el grupo con una concentración de GSH de 5 mM, la proporción de 

espermatozoides capacitados fue del 39%; el análisis estadístico no muestra 

diferencias significativas entre el grupo control y la concentración de 1 mM y tampoco 

muestra diferencias entre concentración de 1 mM y 5 mM, sin embargo, a una 

concentración de 1 mM existen diferencias estadísticamente significativas entre la 

concentración de 1 mM con el grupo control y las otras concentraciones (gráfica 2), 

estos resultados son similares a lo reportado previamente por nuestro grupo de trabajo 

[66], mostrando que hay un aumento de CE a una concentración de 1 mM comparado 

con las demás concentraciones. Lo que resulta muy importante, y confirma la 

“dualidad” que tiene el GSH, a una concentración de 0.5 mM y 5 mM, en donde se 

obtiene un menor porcentaje de CE [66]. Un balance generado por una concentración 

adecuada de GSH (1 mM), propicia un aumento en la fosforilación de tirosinas y una 

disminución en los grupos sulfhidrilos que, de acuerdo con varios autores, son 

procesos importantes para que la CE se lleve a cabo [61, 87, 89, 90]. 

Como ya se mencionó, la CE es un proceso donde las ERO tienen una importante 

participación, y que al verse disminuidas por  consecuencia de una alta concentración 

de GSH (5 mM), la oxidación disminuye, lo que podría estar afectando el proceso de 

CE; mientras que a concentración de 1 mM, se mantiene el estado redox en equilibrio 

permitiendo que la CE se lleve a cabo de forma correcta [66, 85]. 
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Gráfica 2. Espermatozoides capacitados con diferentes concentraciones de GSH (0, 0.5, 1 y 5 mM). 

La barra con cuadros pequeños muestra al grupo control, la barra con cuadros grandes la 

concentración de 0.5 mM, la barra con líneas horizontales la concentración de 1 mM y la barra con 

líneas verticales la concentración de 5 mM. El análisis de ANOVA seguido de Tukey muestra 

diferencias significativas de la concentración de 1 mM entre el control y las demás concentraciones 

(0.5 y 5 mM) a una p<0.05. n=3. 

 

 

9.4 Maduración de ovocitos y Fertilización in vitro. 

 

Los porcentajes de maduración y fertilización de ovocitos se obtuvieron a partir de la 

evaluación de un total de 627 ovocitos realizados en 7 ensayos. Del total de ovocitos, 

al 16% (100 ovocitos), se les catalogó como inmaduros, considerando la presencia de 

vesícula germinal o de cromosomas en la primera metafase; el 84% (527 ovocitos) 

fueron considerados como madurados, presentando cromosomas en la segunda 

metafase y la presencia del primer cuerpo polar, a esta categoría también se le 

sumaron los ovocitos fertilizados, ya que, un requisito previo a la fertilización es la 

maduración de los ovocitos (tabla 6). Esta evaluación se realizó a partir de la tinción 

de Hoechst (figura 7). 
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Figura 8. Evaluación de la etapa del ovocito en la FIV. Estadios del ovocito durante la FIV: 1) VG 2) 

Metafase I; Madurado: 3) Metafase II, 4) Activado; Fertilizado: 5) Fertilizado y 6) Polispérmico. VG = 

Vesícula Germinal. PN = Pronúcleo, C = Cromosoma. Evaluación por tinción de Hoechst en 

microscopio de epifluorescencia a 400X. n=627 ovocitos. 

 

Finalmente, de los 527 ovocitos maduros, el 47% (248 ovocitos) tuvieron la presencia 

de dos PN, o en el caso de los polispérmicos, más de dos, resultado similar a lo 

reportado por Ducolomb y colaboradores en 2013, quienes reportan una FIV del 47% 

[119]. Es importante mencionar que, Kwak y colaboradores en 2012 obtuvieron un 

mínimo de 32% de FIV en cerdo [120], y otros autores lograron un máximo de 60% de 

FIV en cerdo (tabla 5) [119, 121]. De acuerdo a los resultados obtenidos y a lo 

reportado en la literatura, se decidió continuar con la evaluación del GSH sobre la CE 

en la FIV.  

Para la evaluación de viabilidad de los ovocitos se realizó la tinción con MTT, la cual, 

permite distinguir ovocitos vivos con coloración púrpura y ovocitos muertos sin ser 

teñidos (figura 8). 
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Tabla 6. Porcentajes de MIV y FIV. 

Estandarización de la MIV y FIV obtenida en el laboratorio, comparado con lo 

reportado en la literatura. n=7 

MIV y FIV Porcentaje obtenido Porcentaje reportado 

Maduración 84 ± 10.31 76% [122] 84% [120] 77% [119] 

Fertilización 47 ± 16.79 32% [120] 60% [121] 44%[119] 

 

 

 

 

Figura 9. Evaluación de la viabilidad de los ovocitos por tinción de MTT. Los ovocitos vivos se tiñen 

de purpura y los muertos no son teñidos. Se evaluaron 627 ovocitos observados a 400X. 

 

9.5 MIV y FIV en otros laboratorios (UAM-I/FESZ) 

 

A consecuencia del terremoto del 19 de septiembre del 2017, el laboratorio y equipo 

sufrieron daños, sin embargo, se nos prestó un espacio en el edificio R de la 

Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I), y otro, en la Facultad 
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de Estudios Superiores Zaragoza (FESZ) comenzando nuevamente con la 

estandarización de las técnicas. Primero se realizó la MIV en UAM-I donde en los dos 

primeros experimentos, se obtuvo un 0% MIV, en el tercero solo se logró un 10%.  

Por lo anteriormente expuesto, se decidió trabajar simultáneamente en FESZ 

obteniendo una MIV del 55 al 75% y posteriormente también en UAM-I se logró obtener 

una maduración del 67% que, de acuerdo con la literatura citada con anterioridad para 

MIV, los resultados se consideraron pertinentes para continuar con la FIV (gráfica 3). 

Los resultados para la FIV en ambos laboratorios fueron los siguientes: en FESZ los 

porcentajes obtenidos estuvieron entre el 8 y el 15%, son bajos si los comparamos con 

la literatura anteriormente citada (44 y el 60% de FIV) [119, 121], mientras que en 

UAM-I se obtuvieron porcentajes entre el 50% y el 77% similar a lo reportado en la 

literatura [119, 121]. De acuerdo con los resultados obtenidos en los laboratorios 

(UAM-I/FESZ), se determinó que, en FESZ el equipo necesario para el manejo y la 

preparación del semen era inadecuado para tener un buen porcentaje de FIV, ya que 

es necesario cuidar diversos factores para conservar que el semen fuera eficiente para 

la FIV, ya que, variaciones en la temperatura, retrasos en el tiempo en el protocolo de 

la FIV (aunque se trate de tan solo segundos), serían suficientes para disminuir la 

fertilización [123, 124]. Por ello, se consideró pertinente trabajar en UAM-I, ya que los 

resultados de MIV y FIV (del 65 al 82% y del 50 al 77% respectivamente) fueron los 

más adecuados para continuar con los experimentos de acuerdo con la literatura citada 

con anterioridad (gráfica 4) [119-122]. 
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Gráfica 3. MIV en UAM-I y FESZ. La gráfica muestra los porcentajes de MIV en dos diferentes 

laboratorios donde los porcentajes son adecuados para continuar con la FIV; las barras con cuadros 

pequeños representan ovocitos inmaduros y las barras con cuadros grandes representan la MIV n=6. 
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Gráfica 4. MIV y FIV en UAM-I y FESZ. La gráfica muestra los porcentajes de MIV y FIV en dos 

diferentes laboratorios sin embrago, a pesar de obtener una adecuada maduración, solo en UAMI se 

logró obtener un porcentaje adecuado de FIV; las barras con cuadros pequeños representan la MIV 

y las barras con cuadros grandes representan la FIV n=4. 

 

 

9.6 Comparación de la FIV con espermatozoides capacitados a diferentes tiempos de 

CE y co-incubación (4 h + 2 h vs 2 h + 4 h) 

 

Para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de GSH durante la CE, 

evaluada antes de la FIV, fue necesario hacer un ajuste en el tiempo de incubación de 

CE (solo espermatozoides) para conocer el tiempo mínimo necesario para que el GSH 

tuviera efecto, por consiguiente, también fue necesario conocer el tiempo de 

coincubación (espermatozoide en contacto con ovocito), ya que en el protocolo de 

laboratorio la CE y la co-incubación es de 6 h continuas. 

La CE de cerdo tiene una duración aproximada de 4 h, por lo tanto, se capacitó in vitro 

en medio TALP-HEPES y TBMm por un período de 4 h, posteriormente se coincubó 

por 2 h en TBMm para completar el tiempo de FIV (6 h), sin embargo, los porcentajes 
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de FIV obtenidos fueron de 0% tanto en TALP-HEPES como en TBMm. Por estas 

razones se decidió hacer la evaluación de la FIV a 2 h de CE más 4 h de co-incubación 

en TBMm, obteniendo un porcentaje de FIV del 47% y 53% en TALP-HEPES y en 

TBMm respectivamente de medio capacitante (gráfica 5). Según Rodríguez en 2014, 

en una evaluación de CE en espermatozoides de cerdo con las mismas 

concentraciones de GSH indica que no hay diferencias significativas a 1, 2 y 3 h de 

CE, sin embargo, a las 4 h hay diferencias significativas con un incremento en la CE, 

es por ello que se decidió capacitar por 2 h y coincubar 4h.  

La participación del GSH es la base de este proyecto, por lo que era necesario 

determinar si las 2 h de CE serían suficientes para que el GSH tuviera efecto. De 

acuerdo con lo reportado por Lamirande y colaboradores en 1998, indican que la 

participación de las ERO durante la CE oscilan entre los 15 y 25 min y estos 

descienden después de 1 a 2 h, por otro lado mencionan que la adición de moléculas 

antioxidantes después de 1 h no modifica los porcentajes de CE, por ello, se piensa 

que el fenómeno de oxido-reducción ocurre al comienzo de la capacitación y no 

participa en estados posteriores [125, 126]. 
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Gráfica 5. FIV a diferentes tiempos de CE y coincubación. El tiempo 4 h de CE en medio TALP-

HEPES y en medio TBMm es representada en la trama de cuadros grandes y líneas horizontales 

respectivamente, más 2 h de coincubación en TBMm. El tiempo 2 h de CE en medio TALP-HEPES y 

en medio TBMm es representada en la trama de líneas verticales y líneas diagonales 

respectivamente, más 4 h de coincubación en TBMm. ANOVA seguido de Tukey. Letras indican 

diferencias significativas entre tiempos a una p<0.05. No se muestran diferencias significativas entre 

medios capacitantes, n=3. 

 

 

De acuerdo con estos resultados se continuó con la evaluación de la FIV en un tiempo 

de 2 h de CE y 4 h de coincubación. 

 

9.7 Comparación de la FIV con espermatozoides capacitados con dos diferentes 

medios capacitantes (TALP-HEPES vs TBMm). 

 

De acuerdo con el protocolo del laboratorio, se utilizó el medio TBMm para capacitar 

espermatozoides y medio de fertilización, sin embargo, en el laboratorio asociado, el 
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medio TALP-HEPES es utilizado únicamente para capacitar espermatozoides, por 

esta razón se realizaron pruebas para determinar si el TBMm podría sustituir al medio 

TALP-HEPES para la CE, y así evitar utilizar un medio adicional, modificando el 

protocolo de la FIV del laboratorio, que pudiera modificar la variabilidad en los 

resultados de la fertilización. 

Durante la FIV es necesario utilizar diferentes medios de cultivo para lograr el éxito de 

la fertilización: medio para lavado de ovocitos (HEPES), medio de MIV (TCM-199), 

medio de CE (TBMm), medio de FIV (TBMm), así como, medio de desarrollo (NCSU-

23); todo ello se trabaja en conjunto para obtener ovocitos fertilizados, sin embargo, 

dependiendo del laboratorio, estos protocolos van cambiando tanto del tipo de medio 

como en la cantidad de cada reactivo, que lo conforman [127]. De manera particular, 

los medios de capacitación suelen ser medios amortiguadores, es decir, que 

mantienen una determinada osmolaridad (280-300 mOsm/kg) y pH (7.2-7.4), esto es 

obtenido a partir de la adición de HEPES, fosfato o bicarbonato, además de diversos 

reactivos que van determinando el medio necesario para la CE, y esto varía entre 

protocolos ya que este medio al añadir otros reactivos también podría ser útil para FIV 

[128].  

En el caso de la maduración de ovocitos, diferentes casas comerciales pueden proveer 

de diversos medios de maduración, entre los más comunes se encuentran: NCSU23 

(North Carolina State University-23), NCSU37 (North Carolina State University-37) y 

TCM199 (Medio de cultivo de tejidos-199) que además pueden ser suplementados por 

otros compuestos como cisteína y factor de crecimiento epidermal (por sus siglas en 

inglés, EGF) para aumentar el porcentaje de MIV. Para la FIV, los medios que son 

mayormente utilizados son: TBMm (Medio amortiguado con Tris modificado), TCM-

199, medio de Tiroide modificado (TALPm) y el medio de Whitten modificado (WMm) 

[83]. 

Para determinar el grado de CE por ambos medios (TALP-HEPES y TBMm) se 

continuó con la evaluación de FIV con espermatozoides previamente capacitados por 

un período de 2 h de CE y 4 h de coincubación en TBMm para determinar cuál era el 

que ayudaba al espermatozoide a tener una mejor capacidad fertilizante, encontrando 
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que el TBMm tuvo un mayor porcentaje de FIV (53%) en comparación con el medio 

TALP-HEPES (47%) sin encontrar diferencias (gráfica 6).  

La composición de los medios TBMm y TALP-HEPES observan diferencias en su 

composición, suplementación y tiempo de preparación para adaptarlos y poder 

utilizarlos en la CE (en el caso del TBMm y TALPHEPES) y posterior FIV (solo en el 

caso del TBMm) sin embargo, diversos estudios [46, 83, 129, 130] consideran al TBMm 

como un medio donde los espermatozoides logran alcanzar una adecuada 

capacitación para después fertilizar al ovocito, este medio ha sido estandarizado y 

usado en diferentes laboratorios que comprueban su eficacia, ya que al considerarse 

un medio definido se puede conocer, el reactivo y la cantidad que conforma al medio 

a diferencia de los medios no definidos, por ello se consideró pertinente sustituir al 

medio TALP-HEPES por medio TBMm para la CE y posterior FIV sin que el protocolo 

de laboratorio se viera modificado [46, 119]. 

 

 

 

Gráfica 6. FIV con TALP-HEPES y TBMm. La gráfica muestra los resultados obtenidos de la FIV con 

espermatozoides previamente capacitados con los diferentes medios a evaluar (TALP-HEPES vs 

TBMm). La trama con cuadros grandes muestra la evaluación del medio TALP-HEPES, la trama de 

líneas horizontales muestra la evaluación del medio TBMm. ANOVA seguido de Tukey. No se 

muestran diferencias significativas entre tiempos p <0.05, n=3. 
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9.8 Capacitación espermática con TALP-HEPES y TBMm 

 

Para sustentar los resultados, se realizó la capacitación espermática con los dos 

medios, encontrando que hay un mayor porcentaje de capacitación en TBMm, sin 

embargo, el análisis estadístico (t-Student) indicó que no hay diferencias entre ambos 

medios (gráfica 7). Con este resultado se sugiere utilizar el mismo medio de 

fertilización (TBMm) para capacitar con las diferentes concentraciones de GSH a 

evaluar. 

 

 

Gráfica 7. Evaluación de la CE en TALP-HEPES y TBMm. Para sustentar los resultados de la FIV, 

se evaluó la CE con ambos medios. Con cuadros pequeños muestra la CE en TALP-HEPES y la 

barra con trama con cuadros pequeños muestra la CE en TBMm. Las barras indican promedio ± DE 

de los medios de CE. No hay diferencias significativas. n=3. 

 

 

Estos resultados permitieron continuar con la FIV capacitando a los espermatozoides 

por 2 h en medio de TBMm y 4 h de coincubación en medio TBMm. 
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9.9 FIV con espermatozoides capacitados y lavados para FIV 

 

Los espermatozoides que serían capacitados con las diferentes concentraciones de 

GSH (0, 0.5, 1 y 5 mM) debían ser lavados previamente a la FIV, para no añadir medio 

capacitante, con GSH al medio de FIV (TBMm) con los ovocitos y que ello no pudiera 

interferir en nuestros datos. El resultado obtenido en la FIV con espermatozoides 

previamente lavados fue de 0% en comparación con el grupo control 100% y con 

espermatozoides sin lavar con 58% (gráfica 8). Es bien sabido que, durante la FIV, es 

necesario eliminar el plasma seminal de los espermatozoides ya que contiene 

componentes de recubrimiento que se adhieren firmemente a la superficie del 

espermatozoide inhibiendo su capacidad de fertilización [131]. Sin embargo, en un 

estudio sobre los diferentes factores de estrés físico en el espermatozoide indican que, 

la centrifugación a 200 g no afecta la movilidad espermática, ni la integridad de la 

membrana plasmática, sin embargo, a una fuerza de centrifugación mayor de 600 g la 

viabilidad espermática disminuye, e inclusive un pipeteo excesivo es considerado 

como un factor que disminuye la calidad espermática, tales manipulaciones mecánicas 

sobre el espermatozoide, generan un aumento de las condiciones basales de ERO 

[132]  

El aumento de ERO genera daño en los espermatozoides producido por un estrés 

oxidante que genera desequilibrio de antioxidantes y oxidantes, donde estos últimos 

son favorecidos  [133]. Tal desequilibrio provoca entre otras cosas, daño al ADN, 

proteínas y peroxidación de moléculas lipídicas [133] también se asocia a una 

interrupción en el acoplamiento en la fuga de electrones con la fosforilación oxidativa, 

esto disminuye el potencial de membrana mitocondrial necesario para la producción 

de ATP, la baja de ATP produce una disminución de energía necesaria para la 

movilidad del espermatozoide [134]. 

Estos resultados de una nula FIV pueden ser atribuidos a que los espermatozoides 

son centrifugados y resuspendidos, una vez más, a lo establecido en el protocolo del 

laboratorio (lavado con DPBS) a 1900 g. Estos lavados (centrifugaciones) son un 

preparativo que, a través de un gradiente de densidad permiten eliminar parcialmente 
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plasma seminal que recubre a los espermatozoides, el cual contiene componentes que 

estabilizan la membrana del espermatozoide conocidos como FD, por lo que, 

probablemente, una centrifugación más podría eliminar totalmente los FD, esto, podría 

desestabilizar la membrana espermática, generando cambios de superficie como 

modificación o liberación de moléculas que promueven una CE prematura [135], se 

coincide con lo reportado por [136] donde mencionan que una centrifugación adicional 

puede aumentar la concentración de ERO siendo perjudicial para el espermatozoide. 

Fischer y colaboradores en 2007 indican que, durante la centrifugación hay un 

aumento en la temperatura lo que puede alterar la calidad de los espermatozoides 

sugiriendo disminuir la velocidad y el tiempo de centrifugado [137]   Además, en 

algunas especies se han identificado diferentes moléculas en el plasma seminal que 

participan en la estabilización del acrosoma, lo cual ayuda a la protección del 

espermatozoide para evitar una RA prematura, generando una inhibición en la unión 

con el ovocito [138]. Mahfouz y colaboradores en 2010 indican que la disminución en 

la calidad espermática se debe a un aumento en la actividad de la SOD que se encarga 

de convertir el .O2- en H2O2, el cual es uno de los ERO más dañinos para el 

espermatozoide [133]. Por lo que es importante considerar a la manipulación física 

como una variable que puede afectar la medición de parámetros en los 

espermatozoides e indica, la importancia de ser cuidadosos en los protocolos para 

manejo de espermatozoides y de FIV. 
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Gráfica 8. Evaluación del lavado de espermatozoides después de la CE para FIV. Los 

espermatozoides sin centrifugar son presentados en la barra de cuadros grandes y los 

espermatozoides centrifugados son presentados en la barra con líneas horizontales. ANOVA seguido 

de Tukey. Se muestran diferencias significativas entre espermatozoides centrifugados y no 

centrifugados p<0.05. n=3 

 

 

Conforme a los resultados obtenidos, fue necesario analizar los diferentes obstáculos 

que se presentaron en el proyecto y, finalmente proponer un protocolo de CE y FIV 

que cumpliera con nuestras necesidades para cumplir con nuestro segundo objetivo: 

“Evaluar la fertilización in vitro de ovocitos porcinos usando espermatozoides 

capacitados con las concentraciones de GSH: 0 mM (control), 0.5 mM, 1 mM y 5 mM”. 

 

9.10 FIV con espermatozoides capacitados con diferentes concentraciones de GSH 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluyó que, para satisfacer los objetivos 

del proyecto era necesario hacer una CE de 2 h en TBMm con las diferentes 

concentraciones de GSH y tomar una concentración de 5 x 105 espermatozoides por 

mL para la coincubación en TBMm con ovocitos. 
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes: para la concentración de 0.5 mM de 

GSH se obtuvo un porcentaje de FIV del 37%; para la concentración de 1 mM de GSH 

se obtuvo un porcentaje de FIV del 47% y para la concentración de 5 mM se obtuvo 

un porcentaje de FIV del 0% (Gráfica 9). El análisis estadístico indica que, no hubo 

diferencia significativa entre la concentración de 0.5 mM y 1 mM, pero sí hubo 

diferencias de ambos con el control, mientras que, en la concentración de 5 mM al no 

presentar porcentaje alguno de FIV fue diferente tanto al control como a las demás 

concentraciones. 

De acuerdo con los resultados obtenidos de CE con las diferentes concentraciones de 

GSH, se puede mencionar que los resultados mostrados en la gráfica 9, se observa 

una tendencia similar a los porcentajes mostrados en la gráfica 3 (Capacitación 

espermática con diferentes concentraciones de GSH), a pesar de que la gráfica fue 

normalizada, ya que hay un mayor porcentaje de FIV en la concentración de 1 mM, la 

FIV disminuye en la concentración de 0.5 mM y la FIV está ausente en la concentración 

de 5 mM. 

 
 

Gráfica 9. FIV con espermatozoides capacitados con GSH. La gráfica muestra la FIV con 

espermatozoides previamente capacitados con 0.5 mM de GSH (cuadros grandes), 1 mM (líneas 

horizontales) y 5 mM (líneas verticales). El análisis de ANOVA seguido de Tukey muestra diferencias 

estadísticamente significativas con letras diferentes a una P<0.05. n=4 

 

 



75 | P á g i n a  
 

A pesar de no tener un porcentaje mayor al grupo control, se puede afirmar que, 

aunque no existan diferencias significativas con la concentración de 0.5 mM de GSH, 

la concentración de 1 mM, tiene un mayor porcentaje de FIV, confirmando nuestra 

hipótesis, ya que se observa una tendencia similar a los resultados obtenidos en las 

concentraciones de GSH evaluadas en la CE. 

Tobón en 2014 [66], determinó que a una concentración de 1 mM de GSH se obtenía 

un mayor porcentaje de espermatozoides a diferencia de otras concentraciones (0, 0.5 

y 5 mM de GSH) indicando que a una concentración baja (0.5 mM) de GSH provoca 

un desequilibrio que produce daño celular e influye de manera negativa en la calidad 

espermática, mientras que a concentraciones altas (5 mM), la cantidad de ERO 

disminuye, por consiguiente, también disminuirá la cantidad de oxidación de los grupos 

sulfhidrilos de las proteínas afectando el proceso de CE [139] demostrando que, a 

pesar de que los antioxidantes son benéficos para la célula, también es necesario de 

las ERO para mantener un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes para que el 

espermatozoide lleve a cabo la CE de forma correcta, dado que es importante la 

disminución en la oxidación de grupos sulfhidrilos y un aumento en la fosforilación de 

tirosinas que, de acuerdo con la literatura, son procesos determinantes para la CE 

[140, 141]. 

Como ya se mencionó, durante la CE la fosforilación de tirosinas aumenta y esto es 

de suma importancia ya que estas proteínas en la membrana plasmática del 

espermatozoide, permiten iniciar la RA y la unión a la ZP para iniciar la fertilización 

[142] aunque no es del todo claro tal mecanismo. Asquith y colaboradores en 2004 

identificaron sobre la membrana plasmática de la superficie de la cabeza del 

espermatozoide a dos proteínas que se encontraban fosforiladas en residuos de 

tirosina y que participaban en la unión a la ZP, por lo tanto sugirieron que la activación 

de tales proteínas durante la CE desencadena cambios conformacionales que 

permiten crear un complejo de unión espermatozoide-ovocito durante la fertilización 

[143]. 
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Mediante estudios in vitro se determinó que hay una supresión en la fosforilación de 

tirosinas por células oviductales, retrasando la CE, esto le permite modular al oviducto 

la CE para sincronizar la ovulación y permitir la fertilización [144]. 

Una vez que el espermatozoide se somete de manera adecuada a aquellos cambios 

bioquímicos y fisiológicos que le permiten capacitarse, podrá interaccionar de forma 

específica con el ovocito, fertilizando y activando una cadena de eventos que 

conducen a la formación del cigoto, feto y, finalmente, un nuevo individuo [145, 146]. 

Toasti y colaboradores en 2016, mencionan que la capacitación es un proceso de 

múltiples pasos, que implica cambios en la forma y función del espermatozoide que, 

además, permite interactuar con el ovocito para ser atraído hacia él (quimiotaxis), 

unirse al ovocito, generar RA y producir la activación del ovocito, dando como resultado 

una fertilización exitosa que no ocurriría si la CE no se llevara a cabo [147]. Se puede 

mencionar que un aumento en la CE producido por una concentración de 1 mM permite 

aumentar la FIV en ovocitos porcinos. 

 

 

9.11 FIV en coincubación de espermatozoides y ovocitos con diferentes 

concentraciones de GSH 

 

Como complemento de esta investigación se decidió hacer la FIV en coincubación, es 

decir, se agregó el GSH en el TBMm interactuando tanto con el espermatozoide como 

el ovocito, esto se realizó debido a que se obtuvo un bajo porcentaje en la FIV con 

espermatozoides capacitados previamente. Como ya se discutió en el apartado 

anterior, esta exposición y manipulación previa de los espermatozoides podría estar 

disminuyendo los porcentajes de FIV en las concentraciones de GSH evaluadas. 

Los resultados de la coincubación obtenidos fueron los siguientes: el porcentaje de FIV 

usando una concentración de 0.5 mM de GSH fue de 65%, mientras que el porcentaje 

de FIV usando una concentración de 1 mM de GSH fue de 48% y finalmente el 

porcentaje de FIV en la concentración de 5 mM de GSH obtuvo solo el 6% (gráfica 10). 

El análisis estadístico indica que, no hubo diferencias significativas entre la 
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concentración de 0.5 mM y 1 mM, pero sí hubo diferencias de ambos respecto al 

control, mientras que en la concentración de 5 mM presenta diferencias significativas 

con el control y con ambas concentraciones. 

A diferencia de la gráfica 9, la gráfica de coincubación muestra una tendencia dosis 

dependiente, ya que conforme va aumentando la concentración de GSH la FIV 

disminuye, esta puede deberse a que el GSH interactúa con ambos gametos; 

diferentes estudios han reportado lo que el GSH produce en el espermatozoide a 

diferentes concentraciones y en diferentes especies [87, 88, 90, 148], sin embargo, es 

importante analizar lo que el GSH produce en el ovocito y si el GSH interviene en los 

porcentajes de FIV. 

 
 

Gráfica 10.  FIV en coincubación con GSH. La gráfica muestra la FIV en coincubación con 0.5 mM de 

GSH (cuadros grandes), 1 mM (líneas horizontales) y 5 mM (líneas verticales). El análisis de ANOVA 

seguido de Tukey muestra diferencias estadísticamente significativas con letras con diferentes a una 

P<0.05. n=4. 

 

Yoshida y colaboradores en 1993 determinaron que la concentración de GSH es 

crucial para la maduración y posterior formación del pronúcleo masculino en cerdos, 

indicando que, la adición de una concentración de 0.57 mM de GSH es la óptima para 

que tales procesos ocurran, explican que durante la espermatogénesis y la maduración 

epididimaria hay un proceso de alta compactación de ADN por enlaces disulfuro de las 
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protaminas y que una vez que el espermatozoide fertiliza al ovocito, estos enlaces 

deben de reducirse para la descondensación del ADN, determinando que a tal 

concentración (0.57 mM de GSH) hay un mayor poder reductor promoviendo la 

formación del pronúcleo masculino [149]. 

Sin embargo, Bleil y Wassarman determinaron que a concentraciones altas de GSH 

disminuye la FIV en ratón debido a modificaciones estructurales en el espacio 

perivitelino y en la ZP por un aumento en la oxidación de grupos disulfuro [150], Takeo 

y colaboradores en 2011 explican que las glicoproteínas que conforman a la ZP (ZP1, 

ZP2, y ZP3) contienen residuos de cisteína que forman enlaces disulfuro dándole a la 

ZP mayor estabilidad estructural, por lo que un cambio conformacional en la ZP altera 

la interacción de proteínas de membrana del ovocito limitando su unión con el 

espermatozoide para su fertilización [151]. Por el contrario, una concentración baja de 

GSH provoca un aumento en la rigidez de la ZP, esto es producido por una alta 

cantidad de grupos disulfuro, que no son reducidos a grupos sulfhidrilos por el GSH, 

lo que genera un endurecimiento de la ZP inhibiendo la penetración de 

espermatozoides [152]. 

Takeo y colaboradores en 2011 determinaron en estudios con ratones, que a una 

concentración de 1 mM de GSH en medio de fertilización, se obtiene un mayor 

porcentaje de FIV comparado con otras concentraciones, esto lo asocian como ya se 

mencionó, a que el GSH reduce enlaces disulfuro aumentando la concentración de 

grupos sulfhidrilos disminuyendo el endurecimiento de la ZP sin afectar el cambio 

estructural de proteínas en la ZP necesario para la FIV [153]. 

Ishizuka y colaboradores en 2013 determinaron la influencia del GSH en medio de 

fertilización en ratones, mostrando que con la concentración de 1 mM se obtienen 

mayores porcentajes en comparación con el grupo control (0 mM) y a una 

concentración de 2 mM, aunque en esta última no se observaron diferencias 

significativas, señalan que hay una disminución en la tasa de blastocisto, concluyendo 

que una alta concentración de GSH no solo disminuye los porcentajes de FIV, sino 

además, afecta el desarrollo embrionario [154]. Estos datos fueron similares a lo 

reportado por Luvoni y colaboradores en 1996 en bovinos, mostraron que al adicionar 
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1 mM en un medio definido el porcentaje de blastocistos aumenta [155]. Sin embargo, 

estudios en gatos, la concentración de 1 mM no causó efectos positivos durante la FIV 

[156] por lo que la concentración de GSH para aumentar la FIV varía entre diferentes 

especies de mamíferos. 

En el presente estudio, se demostró que una concentración de 0.5 mM y 1 mM hay un 

aumento en los porcentajes de FIV en comparación que a una concentración de 5 mM 

de GSH en la cual, se obtiene el porcentaje más bajo de FIV, similar a lo reportado por 

Jeong y colaboradores en 2001 donde determinaron en cerdos que durante la MIV y 

FIV las concentraciones de GSH varían y que una alta concentración de GSH  no solo 

afecta la fertilización sino además influye de manera negativa en el desarrollo del 

cigoto [157]. Esto indica que, las ERO pueden afectar la CE, MIV, FIV y el desarrollo 

embrionario, sin embargo, pueden ser necesarias a una concentración adecuada, ya 

que, el sistema antioxidante podría mantener un equilibrio, y favorecer que, los 

procesos ocurran de forma adecuada. Sin embargo, el papel del GSH para mejorar la 

FIV en coincubación aún no es entendido por completo. 

 

10. Conclusiones 

 

• El GSH a una concentración de 1 mM incrementa la CE y a concentración de 

5mM la disminuye. 

• El GSH a una concentración de 0.5 mM y 1 mM con una duración de 2 h de 

incubación para la CE y 4 h de incubación para la FIV, favorece la eficiencia de 

la FIV y a concentración de 5mM la disminuye. 

• El GSH a una concentración de 0.5 a 1 mM con una duración de 6 h de 

coincubación de espermatozoides con los ovocitos, favorece la eficiencia de la 

FIV y a concentración de 5mM la disminuye. 
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