XII1 JbRNADAS URUGUAYAS DE BUIATRIA
raysandl, R.0.U., 16 - 18 de junio de 1993

ACTIVIDAD DE LDH-X EN EL ESPERMATOZOIDE BOVINO

EN RELACION CON LA INTEGRIDAD ACROSOMAL

C. 0'Flaherty
G. Trinchero
L. Pintos

1
3
M. Becom‘4

RESUMEN

Se determind la actividad de LDH-X como posible indicador
metabdlico de integridad de membrana vy se realizaron estu-
dios de correlacidn entre actividad enzimatica y paradmetrcs
observables por microscopia dptica y de contraste interfe-
rencial-diferencial (DIC). La extraccidn enzimdtica se rea-
1izd por shock osmético-térmico a partir de espermatozoi-
des de semen fresco y congelado de toros Holando Argentino,
incubadas a 37°C durante dos horas. La actividad enzimdti-
ca se determind espectrofotométricamente a 340 nm. En samen
fresco se observa un decaimiento del 80% en la actividad
enzimdtica y del 37% en el porcentaje de acrosoma intacto,
durante la realizacidn del test de termorresistencia. En
base a estos resultados pudc observarse una alta correla-
cibén entre la actividad de LDH-X y el porcentaje de acro-
soma intacto (r=0,81;p{0.01), mientras que estudiando la
correlacidn entre actividad de LDH-X y niimero de esperma-
tozoides se halld un r=0,66 (p<0.01). En semen congelado
sometido al mismo test no hubo diferencias siqgnificativas
en la actividad enzimitica y se observd una disminucidn
del 40% en el porcentaje de acrosoma intacto durante la
incubacidén. El menor porcentaje de acrosoma intacto del
semen congelado frente al del fresco seria el producto de
alteracidn previa de membrana por el congelamiento profun-
do. La actividad enzimatica hallada en plasma seminal estd
correlacionada con el porcentaje de acrosoma intacto -
(r= - 0,33; p<0.1). Los resultados obtenidos indicarian
que la actividad de LDH-X podria ser utilizada como indice
de calidad espermdtica.
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INTFOLUCCION

La isoenzima X o C4 de la lactato deshidrogenase es especifica de testiculo y es-
fezenatozoides de muchas especies (Blanco y col., 1963; Goldberg,E, 1963; Zinkham y
col., 1964). Comienza a ser detectada en el estado paquitene de espermatocitos pri-
mar:on {Goldberg, 1977;Hintz y col., 1977). En espermatozoides maduros representa
mez <zl 80% de actividad LDH total (Zinkham y col., 1963; Blanco, 1980). El S0% de
actividad total de LDH-X es extramitocondrial (Storey, 1977); encontrandose mas del
20z Qa LDH-X en la fase soluble del citosol (Wang y col., 1990; Blanco, 1977); sien-
do 58lo del 2 al 6% la actividad total intramitocondrial (Storey, 1977). En esperma-
tozoides de toros se la halld en la matriz mitocondrial (Blanco y col., 1976). Tam-
bién se hailé un 10% de la actividad total de LPH-X asociada a la membrana plasma-
tiza {(Wang y col., 1990).

t3cnicas histoquimicas se determind que se encuentra en una zona extra-mitocon-
“1 proximidad a la membrana plasmdtica en la pieza intermedia de espermatozoi-
Ges haccetti y col., 1975). En espermatozoides de ratén se utilizaron anticuerpos
meroulencles anti-LDH-X y se vio que &stos se unian a la cola, mientras que en es-
Pernatozoides humanos lo hacian a la regidn post-acrosomal, cuello y pieza interme-
dla (Wang y col., 1990).

En o Ludios electroforéticos se determinaron, en testiculo de bovino 3 bandas X: una
entvs LCA-3 y LDH-4 y dos entre LDH-4 y LDH-5 (Zinkham, 1963). En plasma seminal se
eacontod actividad LDH-X, posiblemente por liberacidn de la enzima por espermatozoi-

® Iecjonados o muertos o quizds por secrecidn de células epiteliales de las vias
crletorias  (Zinkham y col., 1964), pero Skude et al, 1984, determinaron que sdlo
125 -olaelas germinales sintetizan LDH-X, descartando a las vesiculas seminales y pros-
o fuentes de esta isoenzima. La LDH-X estd relacionada con la fertilidad de-
bid> z jue participa en el metabolismo energético de espermatozoides maduros (Blanco,

®n seran humano mostrd estar asociada a la disminucidn parcial o total de la motilidad
—3tica (Gavella y col., 1985). En hembras de ratones y babuinos se logrd supre-
la fertilidad inmunizdndolas con LDH-X de ratdn (Goldbery, 1973; Lerum y col.,
Coldberg y col., 1981).

Zm h -atocitos existe correlacidn entre la produccidn de malondialdheido y la libera-
> il LDH al medio de incubacidn, pudiéndose utilizar la actividad de esta enzi-
=0 indicador del dano celular (Pascoe y col., 1987).

Za /:“egridad del acrosoma es fundamental para lograr la fertilizacidn del ovocito por
natt: 6L espermatozoide, y estd relacionada con la capacitacidén y el potencial de
Jortiticacidn. El dafio del acrosoma estd considerado como una de las tantas causas de

infertilidad en el hombre (Zamboni, 1987; Schill y col., 1988 y Wolf, 1989) En el bovi-
a0 .o re ha observado que espermatozoides mdtiles presenten daho acrosomal (Salisbury,
1073)  astableciendose de porcentaje de acrosoma intacto (%AI) como parametro morfold-
G ¢ 7iabilidad post-descongelacidn del semen; dicho parametro tiene alta correla-
i <o la revr+ilidad (Saacke, 1972). Conociendo la importancia de la integridad acro-

su.. " ¢~ el proceso de fertilizacidn, se intenta correlacionar el $AI con la actividad
@» 7 - del espermatozoide bovino durante el test de termorresistencia.

itk LTS Y METODOS

paraey zc1en de las muestras:

<A oxperienzia se utilizd un pool de dos eyaculados provenientes de toros Holando
Avetiro, obtenidos con vagina artificial en scrvicio de rutina. La concentracidn es-
torwTion 0scild entre 0.8 y 1.2 x10° espermatozoides/ml, con 70% de motilidad progre-
~ata pcol de semen se dividid en dos fracciones: una se mezcld en proporcidn 1:2
oo .. ifer tris-citratoglicina-fructosa con 20% de yema de huevo y 7% de glicerol a
30 . Las suspensiones obtenidas se enfriaron lentamente durante 4 horas hasta alcanzar
M el svemsn diluido y enfriado se prepararon pastillas (pellets) sobre hiclo seco,
“von enmergidas, luego en nitrdgeno liguido; la otra fraccidn fue utilizada como
y 5. Fl nimerc de espermatozoides fue determinado por recuento an  camara le

[92]



Actividad de LDH-X en el Espermatozoide Bovino... c.c.1.3

Test de termorresistencia:

Los espermatozoides provenientes de semen fresco fueron centrifugados a 3000 g du-
rante 10 minutos a 4°C, el plasma seminal obtenido fue conservado a -20°C y el pe-
llet se resuspendid en el buffer de incubacidn (buffer Ringer con 1% de fructosa).
Les espermatozoides fueron incubados a 37°C durante 2 horas. A tiempo 0,1 y 2 horas
se retiraron alicuotas para preparar el extracto enzimitico v para la observacidn
del »AT. El semen coungelado se diluyd en buffer Ringer a 37%C y lucgo se sometid al
mismo tratamiento gue el semen fresco.

Aislamiento de la enzima:

Los extractos enzimaticos conteniendo LDH-X se prepararon utilizando una modifica-
cién de los métodos de Battellino y col., 1968) y Zinkham y col., 1968). La alicuo-
ta correspondiente a tiempo O de semen fresco se centrifugd a 3000g durante 10 minu-
tos a 4°C para remover el buffer de incubacidn; al pellet obtenido se le adiciond
aqua bidestilada hasta completar volumen. los espermatozoides resuspendidos en agua
bidestilada fueron congelados a -20°C durante 2 horas, se descongelaron a temperatu-
ra ambiente y se llevaron nuevamente a -20°C hasta el momento de la medicidn de la
actividad enzimatica en gue fueron centrifugados a 20000 g durante 15 minutos a 4°C,
utilizdndose el sobrenadante para la medicidn. Las alicuotas correspondientes a 1 y

2 horas de semen fresco y las alicuotas correspondientes a semen congelado fueron pro-
cesadas de iqual forma.

Medicidn de la actividad enzimitica:

La actividad de LDH-X fue determinada espectrofotométricamente por el registro del
cambio de absorbancia a 340 nm producido por la oxidacidn de NADH (Blanco y col.,
1976) . Se considerd una unidad enzimdtica a la cantidad de la misma que produce un
cambio de absorbacia de 2.07/minuto a 340 nm y que representa la oxidacidn de wun
umol de NADH. Los resultados se expresaron en uE/1010 espermatozoides.

rvaluacibén microscdpica:

A tiempo cero se realizd la determinacidén de motilidad de masa, porcentaje de esper-
matozoides vivos y muertos y motilidad progresiva por mocroscopia Optica y el -3AI en
semen fresco y congelado. El %Al se determind por microscopia Optica de coniraste
interferencial-diferencial (DIC) (Saacke y col., 1968; Aalseth y col., 198%; Aalseth
y col., 1986) a partir de muestras conservadas seglin modificacidn del m3toco de .John-
sol y col., 1976. Fueron considerados espermatozoides normales con acrosoma intecto a
aquellos que presentaban acrosomas con superficie lisa y borde apical nitido (Jolnson
y col., 1976; halseth y col., 1985; Barth, 1989 y Wheeler y col., 1989). La presencia
de superficie acrosomal irregqular, hinchamiento (swelling), ausencia de borde apical
nitido o falta total de acrosoma, fueron considerados como dano acrosomal{Aalseth,
i985). A 1 y 2 horas de incubacidn fueron retiradas alicuotas para la evaluacidn
acrosomal. Las determinaciones de %AI fueron realizadas por el mismo observador con-
tando 200 células por muestra.

RESULTADOS

La tabla A y el grafico I muestran el decaimiento de la activicad relativa de LDH-X
durante la incubacidn, del semen fresco y congelado, durante el test de termorresis-
tencia, observandose una caida del 77% en semen fresco a las 2 horas, mientras que en
semen congelado no hubo diferencias significativas en la actividad a los distintos
tiempos de incubacidn. En semen congelado se observd una mayor actividad de LDH-X que
en semen fresco (p 0,025). En la tabla B se muestran los valores de %Al en semen fres-
co y congelado durante el test de termorresistencia. En el grafico 2 se observa el
decaimiento del %AI en semen fresco y congelado, siendo el %AI inicial del semen con-
gelado aproximadamente el 50% del valor en semen fresco, lo que indicaria el <dafio
producido por el congelamiento profundo. Existe correlacidn positiva (r=0.81) ertre
actividad de LDH-X y el %Al en muestras de semen fresco sometidas a test de termo-
rresistencia(p 0.01) (grafico 3).

T.a correlacidn positiva entre la actividad de LDH-X v concentracidn espermitica fnc
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1 ABEAS Y GRAFICOS

il A - ACTIVIDAD DE LDH-». N SEMEN BOVINO DURANTE EL TEST DE
TERMORRESISTENCIA

U101 espermatozoides Actividad relativa
fromedio DS (")
momen 1T1eseo
U hora 20 7.89 100
1 hera - 743 5.66 36
2 horas 4 56 4.50 23
& mien congclado
0 hera 34 8% 18.14 100
I bora- 42 20008 105.32
2 heras 360 i1.38 92

Tabla B - PORCENTAIJE DE ACR2SOMA INTACTO EN SEMEN BOVINO DURANTE EL
TH:ST DE TERMORRES & FENCIA

Promedio DS

Semvien fresco

() hora 89 7.09

| hora 77.13 6.99

2 horas 59.50 9.52
Semen congelado

0 hora 44.75 9.30

I hora 32.63 9.10

2 horas 26.3% 983
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Actividad relativa (%)

Porcentaje de Acrozoma Inlacto

ACTIVIDAD DE LDH--X EN SEMEN BOVINO
TEST DE TERMORRESISTENCIA
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CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD DE LDH-X Y PORCENTAJE

% de Acrosoma Intacto (DIC)
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CORRELACION- ENTRE ACTIVIDAD DE LDH-X Y NUMERO DE
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CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD DE LDH-X Y PORCENTAJE
DE ACROSOMA INTACTO EN PLASMA SEMINAL BOVINO
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