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RESUMEN: Con el objeto de evaluar la actividad antioxidante en plasma seminal y sangre, se
seleccionaron 20 cerdos reproductores, clinicamente sanos, pertenecientes a dos explotaciones y alimentados
con concentrado comercial, a los que se les tomd un eyaculado mediante el método de mano desnuday 10 mL
de sangre con EDTA. Se determind la actividad de las enzimas Glutation Peroxidasa (GSH-Px; EC 1.11.1.9)
y Superdxido Dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) en plasma seminal y en sangre, ademas de las caracteristicas
seminales (volumen, motilidad masal, motilidad individual, concentracion espermatica), y se realizd una
prueba hipoosmética a 150 mOsm. El promedio para GSH-Px fue 25,3 £ 12,4 U/mL y 523 + 106 U/mL en
plasma seminal y sangre, respectivamente. La actividad de SOD fue 2,1 = 1,8 U/mL en plasma seminal y 1005
+ 490 U/mL en sangre. No se encontrd correlacion entre la actividad enzimatica en el plasma seminal con la
actividad sanguinea. La falta de correlacion entre la actividad enzimatica en ambos sistemas sugiere que son
sistemas antioxidantes independientes.
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Activity of glutathione peroxidase and superoxide dismutase
of seminal plasma and blood in boars

ABSTRACT: In order to evaluate the antioxidant capacity of seminal plasma and blood in boars, 20
healthy males were randomly selected in two commercial swine farms, fed with commercial balanced diets. An
ejaculate was obtained using the gloved-hand technique, and a 10 mL sample of blood was taken with EDTA.
The activity of Glutathione peroxidase (GSH-Px; EC 1.11.1.9) and Superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)
in seminal plasma and blood was determined, as well as analyzing the seminal characteristics (volume, mass
motility, individual motility, spermatic concentration); a hypoosmotic test (150 mOsm) was carried out. The
mean GSH-Px activity was 25.3 +£12.4 U/mL and 523 + 106 U/g Hb for seminal plasma and blood, respectively.
The SOD activity was 2.1 = 1.8 U/mL in seminal plasma and 1005 = 490 U/g Hb in blood. No correlation
was found between the activity of the enzymes in seminal plasma and the activity in blood (P>0.05). The lack
of correlation between the enzymatic activities in both systems suggests that the two antioxidant systems are
independent.
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Introduccion

El macho reproductor juega un papel destacado
en las explotaciones porcinas, bien sea que se
utilice para monta directa o en inseminacion
artificial, ya que es el responsable no solo del
mejoramiento genético sino en gran medida de la
fertilidad de la piara.

En los cerdos, asi como en las demds especies
aerobias, existe un equilibrio entre la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la
capacidad antioxidante tanto de origen enzimatico
como no enzimatico. Pero cuando se rompe ese
equilibrio se genera un fendmeno conocido como
estrés oxidativo, que puede ocasionar dafio celular
(Aitken, 1994). Las células espermaticas no son
ajenas al dafio oxidativo, pero en ocasiones el papel
de las ERO es paraddjico, ya que en cantidades
bajas son necesarias para que el espermatozoide
desarrolle sus procesos fisiologicos, como la
capacitacion e hiperactivacion espermatica
(Aitken, 1994; Man’kovs’ka & Serebrovs’ka,
1998).

La membrana espermatica posee gran cantidad de
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) necesarios
para la fluidez suficiente de la membrana
plasmatica durante la fusion de membranas,
evento necesario para la reaccidén del acrosoma
y la interaccién con la membrana del ovocito
(Aitken et al., 1993). Los AGPI son facilmente
susceptibles a la peroxidacidon, lo que hace
altamente vulnerable el espermatozoide al estrés
oxidativo (Aitken et al., 1993; Aitken & Fisher,
1994). Unido a lo anterior, debe considerarse
que durante la espermatogénesis se pierde una
gran proporcion del citoplasma, haciendo al
espermatozoide mas susceptible al dafio por la
produccion de ERO (Aitken, 1994).

La accion de las ERO es contrarrestada por
el sistema de defensa antioxidante, que puede
ser enzimatico o no enzimatico. La enzima
antioxidante glutation peroxidasa (GSH-Px;
EC 1.11.1.9) actia fundamentalmente contra
el peroxido de hidrogeno y otros perdxidos
organicos, y la superdxido dismutasa (SOD;

EC 1.15.1.1) ejerce su accion contra el anidon
superoxido; estas dos enzimas se encuentran entre
los principales antioxidantes del plasma seminal
(Griveau et al., 1995).

La deficiencia de antioxidantes en el plasma
seminal humano deja al espermatozoide
desprotegido, especialmente cuando es retirado
mediante métodos de seleccidon espermatica.
Dentro de los trastornos mas frecuentemente
observados se han descrito alteraciones en
la motilidad, en la reacciéon del acrosoma y
disminucién de la capacidad fecundante (Aitken
& Fisher, 1994). De otra parte, las ERO alteran la
integridad del DNA (Kodama, 1997; Lopes et al.,
1998); ademas, el dafio oxidativo sobre el DNA
del espermatozoide puede inducir mutaciones
(Combhaire et al., 1999). Asi, la caracterizacion de
la actividad enzimatica antioxidante en plasma
seminal y sangre, tiene un alto potencial para
definir una estrategia terapéutica y de control
cuando las alteraciones de la fertilidad masculina
sean de este origen (Sanchez, 1997).

En cerdos también se han descrito alteraciones
en la morfologia y concentracién espermatica,
seflalandose que la deficiencia de selenio ha
sido asociada con la disminucién en el nimero
de células espermaticas, un incremento en la
mortalidad espermdtica y un aumento en la
ocurrencia de defectos de la cabeza y la cola del
espermatozoide (Hansen & Deguchi, 1996).

En consideracion con lo anterior, el objetivo de
este estudio es evaluar la capacidad antioxidante
en sangre y plasma seminal en cerdos, mediante
la determinacién de la actividad de glutation
peroxidasa y superdxido dismutasa; ademads,
establecer la relacion de ambas enzimas en sangre
y plasma seminal.

Materiales y Métodos

Animales. Se seleccionaron dos explotaciones
porcinas ubicadas en los municipios de Villamaria
y Manizales, Caldas, (4-6° LN y 75-76° LO); en
estas se escogieron al azar 20 cerdos hibridos con



edades entre 14 y 40 meses, clinicamente sanos, en
actividad reproductiva y sin reposo sexual previo
al estudio. Los cerdos recibian diariamente una
racion de 2 kg de alimento balanceado comercial
con 14% de proteina.

Muestras. De cada cerdo se obtuvo una muestra
de semen con una cerda en celo, mediante
el método de la mano enguantada (Grupo
Técnico Kubus, 1993), y una muestra de sangre
con EDTA mediante venopuncion yugular
empleando el sistema de tubos al vacio. La
sangre, previa determinacion de la concentracion
de hemoglobina, fue hemolizada y conservada
a -20°C hasta su posterior andlisis. El semen
se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm,
para separar el plasma seminal que se conservd
congelado a -20°C hasta la determinacién de la
actividad enzimatica.

Anadlisis de laboratorio. Inicialmente se
evaluaron las caracteristicas espermaticas:
volumen, motilidad masal, motilidad individual y
concentracion espermatica. Ademas, se practico a
cadauna de las muestras una prueba hipoosmotica
(PH) en un medio de citrato de sodio a 150 mOsm
(Vasquez et al., 1997).

La actividad de GSH-Px en plasma seminal y en
sangre se determind mediante un método cinético
NADPH-dependiente, empleando reactivos
comerciales (Ransel®, Randox Laboratories,
Crumlin, UK). Para plasma seminal se tomaron
10 pL de la muestra diluyéndolos directamente
en el reactivo, segun las instrucciones sefialadas
por el fabricante.

La actividad de SOD en plasma seminal y
en sangre se determind mediante un método
colorimétrico, empleando reactivos comerciales
(Ransod®, Randox Laboratories, Crumlin, UK).
Para la manipulacion y andlisis de la muestra de
plasma seminal se siguieron las modificaciones
de la técnica descritas por Gavella et al (1996).

Andalisis estadistico. Los datos se analizaron
mediante estadistica descriptiva, y se obtuvo el
promedio, desviacion estandar, valores minimos
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y maximos e intervalo de confianza al 95%.
Previa comprobacion del tipo de distribucion de
los datos, se obtuvieron las correlaciones y lineas
de regresion entre la actividad de ambas enzimas
en sangre y plasma seminal, y con la prueba
hipoosmética, se fijo como nivel de significancia
P<0,05 (Zar, 1999).

Resultados y Discusion

El promedio y desviacion estandar para la
actividad enzimatica tanto en sangre como en
plasma seminal se presentan en la Tabla 1. La
actividad de GSH-Px en sangre es dependiente
del consumo de selenio en la dieta, y se observa
que frente a un mayor consumo, se produce un
incremento en la actividad de la enzima (Mahan,
& Parrett, 1996). Pese a lo anterior, la actividad
de la enzima alcanza una meseta cuando el
consumo de selenio es superior a 0,1 ppm. La
actividad sanguinea promedio de GSH-Px en los
cerdos estudiados fue superior a 60 U/g Hb, valor
minimo considerado indicador de deficiencia
de selenio en animales (Ceballos et al., 1996).
Los valores encontrados sugieren entonces un
consumo de selenio adecuado en la dieta (Wichtel,
J. Comunicacion personal').

Los valores observados de actividad de GSH-
Px en el plasma seminal fueron superiores a los
descritos en otros estudios; cerdos suplementados
con selenio (0,5 mg/kg de racién) presentaron
una actividad de GSH-Px en plasma seminal de
0,240+0,085 U/mL (Kolodziej & Jacyno, 2004),
valor inferior al observado en este estudio.

No se observd correlacion entre la actividad
de GSH-Px en sangre y en plasma seminal, lo
que sugiere una independencia entre ambos
compartimientos. Resultados similares a los
descritos por Lasota et al. (2004), quienes sefialan
que los mecanismos que controlan el contenido
de selenio y la actividad de GSH-Px en la sangre
son independientes a los del semen.

' Wichtel, J. DVM., PhD. University of Prince Edward Island,
Charlottetown, Canada.
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Tabla 1. Promedio, desviacion estandar, valores minimos y maximos e intervalo de confianza
(IC) para la actividad de glutation peroxidasa y superéxido dismutasa en sangre y en el
plasma seminal de 20 cerdos de dos explotaciones porcinas en Caldas, Colombia.

X = DE Valores minimos y maximos IC (95%)
Sangre:
GSH-Px (U/g Hb) 217+48 143-314 195-240
SOD (U/g Hb) 1.005+£490 422-2.090 25-1.985
Plasma seminal:
GSH-Px (U/mL) 7,34£6,0 0,0-17,5 4,5-10,1
SOD (U/mL) 2,1+1,8 0,0-7,1 0,0-5,8

Pese a lo anterior, en el cerdo y otras especies, se
ha indicado que los espermatozoides contienen
altos niveles de selenio (aproximadamente
30 pg/g), el cual se encuentra localizado en
la mitocondria y se incorpora tempranamente
durante la espermatogénesis (Hansen & Deguchi,
1996). Por lo anterior, es de esperar que frente
a un mayor consumo de selenio en la dieta,
se presente una mayor disponibilidad de este
mineral para los procesos antioxidativos en el
semen del cerdo. El tejido testicular tiene una alta
capacidad de retencion del mineral, y se observa
un detrimento en la actividad reproductiva del
cerdo frente a dietas deficitarias en este mineral
(Marin-Guzman et al., 1997).

Si bien hay antecedentes en la literatura con respecto
alaactividad de GSH-Px en sangre y plasma seminal
en cerdos (Kolodziej & Jacyno, 2004; Mahan
& Parrett, 1996; Marin-Guzman et al., 1997), la
diversidad de métodos y unidades dificultan la
comparacion entre los resultados obtenidos y los
reportados en la literatura internacional.

La regresion de los resultados de la prueba
hipoosmética, dependiente de la actividad
enzimatica de GSH-Px y SOD en plasma seminal y
de SOD en sangre, no fue significativa. Sin embargo,
se observo (Figura 1) una regresion significativa del
porcentaje de dilatacion en la prueba hipoosmética
dependiente de la actividad de GSH-Px en sangre
(P=0.04).
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Figura 1. Regresion del porcentaje de dilatacion en la prueba
hipoosmaética dependiente de la actividad de GSH-Px en sangre de
cerdos reproductores.



Este resultado sugiere que una mayor actividad
enzimdtica en sangre afecta positivamente el
porcentaje de espermatozoides con una membrana
bioquimicamente normal. Teniendo en cuenta la
falta de correlacion entre la actividad de GSH-
Px en plasma seminal y sangre, el mecanismo
bioldgico que resulta en la regresion observada
merece estudios complementarios. Ademas, es de
interés la realizacion de estudios en que se evalien
cerdos con problemas de fertilidad y su posible
correlacion con el contenido de selenio tanto en
la dieta como en sangre y plasma seminal.

No se encontrd correlacion entre la actividad
de SOD en sangre y plasma seminal (P>0,05) y
se observo una amplia variacion en los valores
promedio que fueron inferiores (Tabla 1) a los
observados paraotras especies. Asi, en humanos se
ha reportado un rango para la actividad sanguinea
de SOD entre 355 y 4074 U/g Hb y entre 6 y
31 U/mL para plasma seminal (Vallejos et al.,
2003). Igualmente, se ha descrito un promedio
de 6,9£2,8 U/mL en plasma seminal humano
(Gavella et al, 1996), y en toros Brahman se ha
observado una actividad promedio de 1196+645
U/g Hb y 5,744,0 U/mL en sangre y plasma
seminal respectivamente (Villa et al., 1999).

La escasa actividad de esta enzima en el plasma
seminal de los cerdos puede deberse a una
deficiencia en los precursores para la sintesis de
la misma; sin embargo, los cerdos del estudio no
presentaron patologias asociadas a deficiencias
en los minerales que catalizan la formacion de
la SOD (cobre, zinc y manganeso). Igualmente,
la sintesis de la enzima podria estar disminuida
en las glandulas sexuales accesorias y en el
testiculo, si se la compara con otras especies
estudiadas. Finalmente, podria presentarse una
mayor participacion de la enzima en la defensa
antioxidante en el plasma seminal del cerdo, lo
que se podria traducir en una menor actividad
de la enzima. Pese a lo anterior, hubo cuatro
muestras de plasma seminal en las que no se
encontrd actividad de SOD en los analisis; no
obstante, las caracteristicas seminales de estos
cerdos eran normales.
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Lo anterior podria indicar que la actividad
de SOD tiene baja relevancia para prevenir
el dafio oxidativo en el semen, por lo que
los espermatozoides obtendrian su defensa
antioxidante de otros sistemas como las vitaminas;
aunque de acuerdo con los antecedentes, la SOD
es la mayor enzima protectora contra la toxicidad
del oxigeno en términos generales (Alvarez et
al., 1987). Esto se corrobor¢ al agregar diferentes
antioxidantes a un medio con espermatozoides
recuperados mediante separaciéon en gradiente
de Percoll e incubados con xantina y xantina
oxidasa, encontrando que la catalasa y la SOD
evitaron el dafio producido por las ERO sobre
los acidos grasos de la membrana espermatica
(Griveau et al., 1995).

El promedio y la desviaciéon estandar de las
caracteristicas espermaticas evaluadas estan
descritas en la Tabla 2. Todas estas caracteristicas,
incluyendo el porcentaje de dilatacion espermatica
en la PH, se encontraban dentro de los valores
de referencia para la especie (Kolodziej, 2004;
Vésquez et al., 1997). La correlacion entre la
actividad de GSH-Px en plasma seminal con la
concentracion espermatica fue r=0,60 (P<0,05)
y con la prueba hipoosmotica r=0,46 (P<0,05),
mientras que la actividad de SOD en plasma
seminal se correlaciond con el volumen seminal
(r=-0,55; P<0,05).

Tabla 2. Promedio y desviacion estandar para las
caracteristicas seminales observadas en 20 cerdos
de dos explotaciones porcinas en Caldas, Colombia.

Caracteristica seminal X = DE
Volumen (mL)* 107,1+42,6
Concentracion (10%/mL) 213+£115
i\;)c;vimiento individual progresivo 65+17
Movimiento masal (1-5) 3+1
Dilatacion hipoosmética (%) 46,4+15,0

*Fraccion espermatica
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Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio se puede
sefialar que la actividad de GSH-Px en sangre
es compatible con un consumo adecuado de
selenio en la dieta y que la actividad en plasma
seminal en cerdos es mayor a lo descrito para
otras especies. La actividad de SOD present6 una
amplia variacion, similar a lo descrito para otras
especies, siendo baja la actividad de esta enzima
en el plasma seminal.

Ademads, no hay correlacion entre la actividad
sanguinea de las enzimas analizadas con su
actividad en el plasma seminal, lo que sugiere la
independencia de la defensa antioxidante entre el
tracto reproductivo y la sangre.
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