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EFECTO DE LA ADICIÓN DE ANTIOXIDANTES EN EL DILUYENTE DE SEMEN DE 
MACHO CABRIO ANTES DE CONGELAR Y DESPUÉS DE DESCONGELAR. 

EFFECT OF THE ADDIT1ON OF ANTIOXIOANTS IN THE EXTENDER OF SEMEN OF
MALE GOAT BEFORE OF FREEZING AND AFTER THAWING. 

RESUMEN 

En la congelación del semen de los machos reproductores se generan especies 

reactivas del oxígeno que dañan la membrana plasmática del espermatozoide, por lo 

que la adición de antioxidantes al semen antes de congelar podría anular los efectos 

perjudiciales. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de las vitaminas C y E 

como antioxidantes en el semen de macho cabrío antes de congelar y después de 

descongelar y su efecto sobre la condensación de la cromatina espermática y grado de 

oxidación de los espermatozoides. Se utilizaron 4 machos cabríos de la raza Alpino 

Francesa y se analizaron 8 eyaculados de cada semental. Cada eyaculado fue dividido 

en cuatro grupos, control, con vitamina C, con vitamina E y la combinación de ambas 

(C+E). La determinación de la condensación de la cromatina espermática se realizó 

mediante citometría de flujo, utilizando el fluorocromo yoduro de propidio. Los 

resultados no mostraron diferencia estadísticamente significativa en el semen antes y 

después de la congelación (P>0.05), lo cual indica que con la adición de antioxidantes, 

la condensación de la cromatina espermática en semen antes y después de la 

congelación fue similar. Para valorar el grado de oxidación de los espermatozoides 

antes y después de la congelación, se utilizó la reacción mediante el ácido 

tiobarbitúrico; que detecta peroxidación de los lípidos de la membrana espermática. Se 

encontró que no hubo diferencia estadísticamente significativa entre los grupos 

analizados (P>0.05). Después de descongelar las muestras de los mismos grupos, 

solamente hubo diferencia estadísticamente significativa entre el grupo testigo y el de 
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C+E, y se observó que la mezcla de antioxidantes redujo el estrés oxidativo (P<O.05) 

Siendo menor la cantidad de nanomoles de malondialdehido por miligramo de proteína. 

Se concluye que la adición de antioxidantes puede reducir el estrés oxidativo causado 

por la congelación y descongelación de las células espermáticas. 

Palabras clave: Criopreservación, semen, macho cabrío, radicales libres, antioxidantes, 

peroxidación lipidica.



ABSTRACT 

During preservation of semen in frozen state, oxygen reactivation agents are generated 

resulting in the damage of the plasmatic membrane of the sperm. Severa¡ antioxidant 

agents have been evaluated to prevent these harmful effects. The aim of this study was 

to evaluate the antioxidant effect of the vitamins C and E on ttie semen of male goats 

before freezing and after thawing, as well as its effect on the condensation of the 

spermatic chromatin and grade of oxidation of the sperms. Four male goats of the 

French Alpine breed were used analyzing 8 ejaculates from each sire. Every ejaculation 

sample was spkt into four groups: control, with vitamin C, wtth vitamin E and with their 

combination (C+E). Flow citometry was used lo determine the condensation of the 

spermatic chromatin, by using fluorochrome iodide of propidio. No statistical differences 

were found (P>0.05) when comparing the semen before and after the freezing. To 

evaluate the oxidation level of the sperms before and after the freezing, the reaction of 

the acid thiobarbituric was used; whicti aliows to detect per-oxidation of the lipids from 

the spermatic membrane. There were not statistical differences among the analyzed 

groups (P>0.05). After thawing the samples, there were only differences between control 

group and C+E group (P<0.05). The combination of C+E antioxidants reduced the stress 

oxidative, showing the lower malondialdehyde leveis in the analyzed protein. The 

addition of antoxidants can reduce the oxidative stress caused by the freezing and 

thawing of the spermatic celis, is concluded. 

Key words Criopreservation, semen, mate goat, free radical, antioxidants, peroxidation lipid



PREFACIO 

La congelación de las células espermáticas de los sementales genéticamente 

superiores ha contribuido a un mejoramiento genético de los hatos, sin embargo, con el 

proceso de congelación de las células espermáticas ha traído una variedad de 

inconvenientes que disminuyen la calidad seminal de los machos reproductores y por lo 

tanto la viabilidad y la motilidad se ven afectados de manera negativa, se ha 

comprobado que algunos de estos inconvenientes son la generación de especies 

reactivas del oxígeno. 

Con el proceso de congelación se generan cantidades considerables de especies 

reactivas del oxigeno, las cuales se suman a las generadas por el metabolismo del 

espermatozoide y al haber una superproducción de estas especies reactivas se 

produce un estrés oxidativo que se ha definido como un desequilibrio entre producción 

y degradación por los antioxidantes endógenos. 

Para contrarrestar los efectos del proceso de congelación y de la generación de 

especies reactivas del oxígeno que dañan la membrana plasmática del espermatozoide, 

algunas investigaciones han probado diferentes antioxidantes para disminuir el estrés 

oxidativo, encontrando una variedad de resultados en donde algunos sugieren que 

estos antioxidantes protegen y mantienen la motilidad del material seminal, por el 

contrario otros no tienen efecto sobre este parámetro sin embargo, se siguen probando 

los antioxidantes porque también se ha encontrado que los espermatozoides de 

algunas especies animales son más resistentes al proceso de congelación que otras, 

las cuales necesitan de una protección adicional para una mejor calidad del semen.
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La vitamina C y la vitamina E se han probado por separado y en combinación, 

esta investigación realizada con estos antioxidantes sugiere que se deben emplear de 

manera conjunta, ya que su efecto es más efectivo al actuar de manera sinérgica 

La peroxidación de los ácidos grasos de la membrana plasmática se cuantificó 

mediante la reacción del ácido tiobarbitúrico, que detecta malondialdehido, siendo este 

el resultado de una lipoperoxidación. 

También algunos estudios sugieren que el proceso de congelación tiene efecto 

sobre una mayor condensación de la cromatina espermática, sin embargo, este estudio 

demostró que la congelación no tuvo efecto sobre la condensación de la cromatina de 

los espermatozoides.



1. INTRODUCCIÓN 

El éxito de la congelación del semen depende de numerosos factores y de 

características particulares de cada especie, por lo que los espermatozoides deberán 

ser tratados de acuerdo al tipo de semen que se va a preservar (Sansone et al., 2000). 

Para tener éxito en la inseminación artificial de las especies domésticas, se requiere en 

general de menos millones de espermatozoides cuando se utiliza semen fresco, en 

comparación con semen congelado. En el bovino, por ejemplo, al inseminar con semen 

fresco se necesita de 1 a 3 millones de espermatozoides para alcanzar Índices óptimos 

de fertilidad y más de 20 millones con semen congelado (Seidel, 1999). Esta diferencia 

cuantitativa se debe a una menor supervivencia espermática durante el proceso de 

congelación (1-bIt, 2000). El proceso de congelación de semen da como resultado un 

aumento en el número de células apoptóticas en comparación con el semen fresco 

(Anzar et al., 2002). En células espermáticas también se provoca un estrés que afecta 

la integridad de la membrana con la consecuente pérdida de la motilidad y viabilidad, 

por lo cual la fertilidad del semen congelado es más baja comparada con el semen 

fresco, debido a que disminuye su capacidad de fecundación (Maxwell y Stojanov, 

1996; Leboeuf et al., 2000). Dentro de los principales factores perjudiciales durante la 

congelación están los ocasionados por los radicales libres que se forman en este 

proceso (Limaye, 1997; Baumber et al., 2002a) siendo los responsables del daño 

oxidativo (Ball et al., 2001a). 

Las bajas temperaturas dañan la membrana plasmática, la membrana 

acrosomal, las mitocondrias y la vaina del axonema debido a que estas estructuras son 

más sensibles (Salamon y Maxwell, 2000). Aunque fisiológicamente se forman radicales 
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libres durante la respiración mitocondrial, es importante tener en cuenta que las 

anomalías en la mitocondria pueden contribuir a la producción excesiva de los mismos 

(Al-Abdulla et al., 1998; Thannickal y Fanburg, 2000; Yves, 2000). La generación de 

especies reactivas del oxígeno (ERO) procedentes de los espermatozoides dañados 

tiene un impacto negativo sobre las células viables restantes, ya que representan un 

daño acumulativo para los espermatozoides que serán almacenados (Ball et al., 

2001a). Entre las ERO destacan fundamentalmente el anión superóxido (02 ), el 

hidroxilo (OH) y el peróxido de hidrógeno (H 202) (Beckman y Ames, 1998; Sommer et 

al., 2000). Este último es el principal de las especies reactivas y aunque no es un 

radical libre, es la molécula que más se ha involucrado en el daño de los 

espermatozoides de equino (Baumber et al., 2000). El peróxido de hidrógeno es una 

molécula muy reactiva y puede ser precursora de radicales hidroxilo en presencia de 

metales de transición (Hicks y Medina-Navarro, 1995; Hicks, 2001). La reacción inicial 

de la oxidación de los ácidos grasos consiste en una lipoperoxidación y es generada 

por las ERO que inducen una reacción en cadena, provocando un rompimiento de 

dobles enlaces en los lípidos de las membranas (Medina-Navarro etal., 1997; Wang et 

al., 2001). En espermatozoides humanos las ERO dañan los tosfolipidos de la 

membrana y están implicados en la infertilidad masculina (011ero et al, 2001). Los 

cambios en el contenido de los lipidos pueden ser explicados por la lisis de los 

fosfolipidos de la membrana seguidos por el metabolismo celular interno o por una 

compleja combinación de lisis, metabolismo y peroxidación (Douard etal. 2000). 

La peroxidación de los ácidos grasos puede ser analizada por medio de la 

cuantificación de malondialdehido (Miller et al., 1998; Poovala et al., 1999), al



considerarse como un indicador de l ¡pope roxidación de los lipidos de la membrana 

celular (Lysiac et al .. 2002). Las ERO cumplen una importante función en la fisiología 

espermática normal, ya que pueden activar al espermatozoide en la fecundación (Hicks, 

2001). Sin embargo, un desequilibrio entre su producción y degradación causa efectos 

adversos sobre el espermatozoide (Ball et al., 2002), provocando un estrés oxidativo 

que se ha definido como un desequilibrio entre los agentes oxidantes y los mecanismos 

antioxidantes de los organismos. Éstos involucran sistemas enzimáticos y moléculas 

orgánicas diversas entre las que se incluyen vitaminas como la E y la C (Hernández-

Alvarado ef al., 1995; Frei, 1999). La vitamina C y E cumplen una función antioxidante 

al disminuir el porcentaje de peroxidación lipídica (Ai et al., 2000). La vitamina C al 

donar electrones al radical tocoperoxil de la vitamina E oxidada recicla la función 

antioxidante del cx-tocoferol, ayudando a proteger la membrana lipídica de la 

peroxidación (May, 1999). Por ello, la vitamina E sólo puede ser efectiva en 

combinación con la vitamina C (Carr et al., 2000b). 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de las vitaminas C y E como 

antioxidantes en el semen de macho cabrío antes de congelar y después de 

descongelar y su efecto sobre la condensación de la cromatina espermática y grado de 

oxidación de los espermatozoides.
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales 

Se utilizaron 4 machos cabríos de la raza Al pino Francesa entre 2 y 4 años de 

edad de fertilidad probada pertenecientes al Centro de Enseñanza Práctica e 

investigación en Producción y Salud Animal (CEPIPSA) de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los animales 

fueron mantenidos en corrales individuales en las instalaciones de la facultad y fueron 

alimentados con una ración de ensilado de maíz y alimento balanceado comercial. 

Colección de semen 

Se obtuvieron 8 eyaculados por semental, la colección del semen se realizó por 

medio de una vagina artificial a una temperatura interna de 42 ± 1° C. Una vez 

colectado el semen se colocó en baño María a 370 C para la valoración de 

características como volumen, motilidad y concentración (Pellicer-Rubio et al., 1997; 

Kutty y Stephan, 1999; Btash etal., 2000). 

Valoración seminal 

El volumen del eyaculado fue medido en un tubo colector graduado. La motilidad 

en masa y la motilidad individual fueron valoradas usando 20 pi de semen, que fue 

colocado en un porta objetos a 370 C, en un microscopio de contraste de fase a una 

magnificación de 100 X. La motilidad individual fue registrada de acuerdo a la escala 
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que se muestra en el cuadro 1 colocando el semen bajo un cubre objetos (Das, 1996, 

Roca, 1997; Bera, 1999; Blash etal., 2000). 

Cuadro 1. Escala de evaluación de calidad de movimiento de los espermatozoides 

1 Movimiento no perceptible 

2 MoviTentbil con formación de alguna ola  

3 Movimiento lento con olas 

[4--Movimiento vigoroso con moderada rapidez de olas y remolinos 

15 Denso, y movimiento muy rápido con olas y remolinos 

Basado en: Blash etal., 2000; Shamsuddin, 2000. 

Concentración espermática 

El número de espermatozoides en el semen fresco fue determinado con una 

cámara de Newbauer (Barrios etal., 2000). 

Lavado de semen 

Las muestras de semen fueron centrifugadas a 300 X g por 15 minutos para 

remover el plasma seminal (Shing, 1995), para lo cual se utilizó un medio de lavado a 

370 C, en una proporción de 1:10. El medio de lavado contenía los siguientes 

ingredientes: 1.60 g de TRIS (hidroximetil aminometano), 1.89 g de glucosa y 1.48 g de 

ácido cítrico en 100 ml de agua destilada. Se separó el plasma seminal y el precipitado 

celular se suspendió en un medio de dilución definitivo, cuyos componentes fueron los 

mismos del medio de lavado más 20% de yema de huevo y 6% de glicerol (Martínez, 

2001).
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Adición de Antioxidantes 

Para la adición de antioxidantes en cada tratamiento se tomaron 20 ml del medio 

de dilución definitivo formando cuatro grupos: grupo testigo, grupo con 5 mg/ml de 

vitamina C, grupo con 5 mg/ml de vitamina E, y grupo C+E con 5 mg/mIde cada una de 

las vitaminas C y E. 

C rio preservación espermática 

El semen diluido fue envasado en pajillas de 0.5 ml (Bag et al., 1999) y fueron 

selladas con perlas de cristal. La concentración por pajilla fue de 100 millones de 

espermatozoides (Purbey, 1995). Las pajillas, fueron previamente rotuladas con el 

número de semental y el tratamiento, después fueron puestas en un recipiente con 

agua a 37° C y enfriadas a 5° C en un tiempo aproximado de 2.5 horas (Blash et al., 

2000). Una vez alcanzados los 50 C, las pajillas fueron colocadas en posición horizontal 

y expuestas a vapores de nitrógeno líquido durante 20 minutos a una altura aproximada 

de 5 cm por encima del nivel de nitrógeno. Inmediatamente después fueron sumergidas 

en el termo de nitrógeno líquido y almacenadas hasta su análisis (Alsen et al., 2000; 

Córdova et al., 2000). 

Descongelación de las muestras 

La descongelación de las pajillas se realizó en baño María a 370 c durante 15 

segundos (Shing, 1995). 

Análisis de la condensación de la cromatina espermática 

Para analizar la condensación de la cromatina espermática se utilizó el kit (Cycle



TEST TM Plus DNA Reagent KIT. Cat. No. 340242. Becton Dickinson, S.A. San José, 

CA, USA), constituido por tres soluciones: A, B y C. La solución A, contiene tripsina 

para la degradación enzimática y digestión de membranas y el citoesqueleto celular. La 

solución B, contiene un inhibidor de tripsina y ribonucleasa para degradar el ARN. La 

solución O, contiene yoduro de propidio (IP). 

Preparación de las muestras 

Las muestras de semen fueron analizadas antes y después de la congelación. 

Para su análisis se tomaron 10 pi de semen de cada tratamiento, para obtener una 

concentración final de 2 millones de células espermáticas. Cada una de las muestras 

fue colocada en tubos de plástico y se les adicionó 2 ml del amortiguador fosfato de 

sodio (PBS) se mezclaron en vortex, y se centrifugaron a 300 X g por 5 minutos. Se 

retiró el sobrenadante, se adicionó 2 ml de la misma solución amortiguadora y fueron 

centrifugadas a 400 X g por 5 minutos y se descartó el sobrenadante. Inmediatamente 

después se añadieron 250 lil de la solución A del kit cycle testTM plus DNA reagent; se 

mezclaron suavemente, dejando incubar 10 minutos a temperatura ambiente (TA), e 

inmediatamente después se añadieron 200 lil de la solución B. Se mezclaron 

suavemente y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se 

agregó la solución C, dejando incubar por otros 10 minutos en la oscuridad y en 

refrigeración a 4° C. Al cabo de este tiempo se analizaron por citometria de flujo. 

Evaluación de estrés oxidativo 

Para determinar el grado de estrés oxidativo, se evaluó la presencia de 
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malondialdehído mediante la reacción del ácido tiobarbitúrico (TBA), antes y después 

de congelar las muestras. De cada tratamiento se tomaron 200 il y fueron diluidos con 

600 uI de agua destilada, (dilución 1:4) se mezclaron en vortex y se centrifugaron a 

2500 rpm, posteriormente se separó el sobrenadante y el paquete celular fue 

desechado. Se colocaron 40 pi del sobrenadante de cada tratamiento en tubos de 

ensaye de cristal con tapa de rosca, junto con 60 pi de agua bidestilada y 1 ml de TBA 

al 0.375 % en ácido clorhídrico (HCI) 0.2 N. A continuación las muestras se calentaron 

en baño María durante 15 minutos, se dejaron enfriar y se les adicionó 500 pi de ácido 

clorhidrico 0.2 N. Finalmente, las muestras se leyeron en un espectrofotómetro a una 

longitud de onda 532 nm. Cada tratamiento se realizó por duplicado, se utilizó 1,1,3,3 

tetrametoxipropano como estándar. Los resultados fueron expresados en nanomoles de 

malondialdehído por miligramo de proteína (nm MDNmg de proteína) (Lowry et al., 

1951). 

Análisis estadístico 

Para la valoración del grado de oxidación de los lípidos de la membrana 

plasmática y el grado de condensación de la cromatina espermática, en los cuatro 

tratamientos empleados fueron comparados antes y después de descongelar por medio 

del análisis de la varianza.
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3. RESULTADOS 

Cuadro 2. Motilidad de los espermatozoides (% ) después de descongelar el semen 
Grupos___________________________ 

Testigo	 Con	Vitamina C	Con Vitamina E	Con 
vitaminas C+E 

40	 30	 60	 60 

45	 40	 50	 40 

45	 30	 80	 70 

40	 30	 50	 70 

Cada número corresponde al promedio de 8 eyaculados de cada macho y de cada tratamiento, y un 
global de 384 pajillas analizadas. 

Citometria de Flujo 

El cuadro 3 muestra los valores de las lecturas con citometria de flujo antes de 
congelar y después de descongelar. 

&o 3. Resultados del análisis por medio de citomefria de flujo antes de congelar y después 
de descongelar, expresados en medias de intensidad de fluorescencia emitida 

__Grupos 

Antes de congelar	- Después de descongelar 
Testigo 278.46 ± 9.47 288.48 ± 10.23 

Vitamina C 259.82 ± 31.24 260.32 ± 12.63 

Vanina E 293.68 ± 10.14 268.60 ± 23.26 

Vitaminas 
C+E

272.0 ± 20.63 289.88 ± 9.86

Los valores son expresados en las meatas ae caaa trazamienio ! b.M. fl = 
Estos valores corresponden a la intensidad de fluorescencia emitido por cada tratamiento, relacionado 
con el yoduro de propidio que se introduce dentro de la cromatina espermática, entre mas condensada 
este la cromatina el valor de fluorescencia es menor, entre menos condensada este la cromatina mayor 
es la fluorescencia. 

El análisis del grado de condensación de la cromatina espermática antes de 

congelar y después de descongelar mostró que no hubo diferencia estadísticamente 

significativa entre los tratamientos (P>0.05).
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Estrés oxidativo 

Entre los grupos analizados antes de congelar no hubo diferencia 

estadísticamente significativa para la disminución del grado oxidativo (P>0.05), lo que 

indica que la adición de antioxidantes no tuvo un efecto protector en los ácidos grasos 

de las membranas plasmáticas de los espermatozoides. Lo cual puede explicarse que 

acabado de colocar las vitaminas todavía no cumplían su función antioxidante. Después 

de descongelar las muestras si existió diferencia significativa entre el grupo testigo y la 

combinación de vitaminas C+E ya que estos antioxidantes si protegieron las 

membranas plasmáticas de los espermatozoides contra el estrés oxidativo (P<O 05) 

(P=0. 0395).
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4. DISCUSIÓN 

Los resultados muestran que la adición de vitaminas C y E mejora la motilidad al 

descongelar ya que la motilidad en este grupo mostró diferencia con respecto al testigo, 

mientras que la adición por separado de cada una de las vitaminas no tuvo efecto. Lo 

anterior contrasta con lo reportado por Ball et al., (2001b) quienes encontraron que la 

combinación de antioxidantes no mejora significativamente el mantenimiento de la 

motilidad. La adición de los antioxidantes C+E también redujo el grado de estrés 

oxidativo en relación al grupo testigo después de descongelar, mientras que la adición 

de las vitaminas en forma separada no tuvo efecto 

La citometría de flujo puede valorar múltiples características celulares de manera 

precisa y objetiva (Graham et al., 1999; Januskauskas et al., 2000) tales como las 

células espermáticas apoptóticas (Anzar et al., 2002): viabilidad espermática (Maxwell y 

Jonson 1997; Catt et al., 1997), función de las mitocondrias (Papaioannou etal., 1997), 

y la estructura de la cromatina (Karabinus et al., 1990; Evenson et al., 1995; Sailer et 

al., 1996; Karabinus et al., 1997; Boctenek et al., 2001). También se puede evaluar la 

condensación de la cromatina espermática y la estabilidad del núcleo (Molina et al,. 

1995; Kenney et al., 1995; Córdova et al., 2002), aunque se ha observado que la 

estructura de la cromatina puede variar entre los individuos y entre los eyaculados 

(Bochenek et al., 2001). La calidad de la estructura de la cromatina es un factor 

importante en la fecundación (Golan eta!, 1997) 

Nuestros resultados mostraron que no hubo diferencia en la condensación de la 

cromatina espermática antes de congelar y después de descongelar, lo que contrasta 
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con lo reportado por Córdova et al, (2002) quienes encontraron que el semen de 

porcino congelado y descongelado tuvo una menor absorción de yoduro de propidio 

indicando una compactación o mayor condensación de la cromatina comparado con 

espermatozoides frescos. La fertilidad de los machos reproductores puede relacionarse 

con los defectos de la cromatina provocados por un aumento en la susceptibilidad, 

aunque se reconoce que durante la espermatogénesis y el transporte por el epidídimo 

hay una condensación de la cromatina espermática (Golan et al., 1996). Sin embargo, 

en el momento de la fecundación es necesario una descondensación, ya que 

alteraciones en la estructura de la cromatina se asocian con infertilidad (Molina et al., 

1995). El estrés oxidativo es el resultado de una super producción de ERO con una 

consecuente fragmentación del ADN nuclear y peroxidación lipidica de la membrana 

plasmática (Enciso etal., 2006). 

La congelación causa apoptósis de las células espermáticas, una fragmentación 

y una mayor condensación del DNA espermático (Anzar et al., 2002). Además, la 

estructura de la membrana espermática sufre cambios durante el periodo de equilibrio, 

también en el proceso de congelación y descongelación, disminuyendo la proporción de 

espermatozoides vivos (Maxwell y Jonson, 1997). 

Aunque una de las funciones del epidídimo es la protección de los 

espermatozoides contra el estrés oxidativo (Hinton et al., 1995). Se han adicionado 

antioxidantes en el medio de dilución de semen de los machos reproductores para 

minimizar los daños causados por las ERO y evitar la peroxidación. Los antioxidantes 

que han sido probados son el superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), citocromo 
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C (CHc), glutation peroxidasa (GP), butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA), 

n-propii galato (n-PG), mesílato de deferoxamina (Desferal), vitamina E, vitamina C y 

albúmina sérica bovina (BSA). Estos antioxidantes se han probado en semen de 

carnero (Maxwell y Stojanov, 1996; Upreti et al., 1997), pavo (Donoghue y Donoghue, 

1997), equino (Aurich et al., 1997. Ball et al., 2001b) y bovino (Foote et al, 2002, 

Bilodeau etal., 2001: Bilodeau etal., 2002). 

En nuestro estudio se utilizó la vitamina C y la vitamina E por separado y en 

combinación; antioxidantes que se encuentran intra y extra celularmente; el i-tocoferol 

se encuentra también en las membranas celulares (Frei, 1999). La vitamina O provee 

uno de los mecanismos de defensa contra las ERO (Kankofer, 2001), y puede prevenir 

el daño oxidativo en macromoléculas semejantes al ADN, lípidos y proteínas por una 

protección antioxidante en Ruidos biológicos de animales y en el humano (Carr y Frei, 

1999), pero no influencia el porcentaje de motilidad progresiva de los espermatozoides 

en almacenamiento por una reducción en el pH (Aurich et al., 1997). En semen de 

pavo, la vitamina C no mejoró la motilidad (Donoghue y Donoghue, 1997), lo cual 

concuerda con lo encontrado en este estudio. La suplementación de vitamina O y E 

como antioxidantes en el agua de bebida en conejos mejoró la calidad de semen al 

reducir la producción de radicales libres (Yousef et al., 2003), lo que se asoció con 

estabilidad oxidativa del semen, relacionada con el consumo de a-tocoferol y de 

vitamina O (Castellini et al., 2000). La vitamina E puede tener efectos adversos sobre la 

motilidad de los espermatozoides (Upreti et al, 1997) ya que puede actuar como un 

antioxidante o un pro-oxidante al inhibir o facilitar la peroxidación, esta actividad pro-
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oxidante del ex-tocoferol es prevenida por el ascorbato que actúa como un co-

antioxidante (Carr et al. 2000). 

S. CONCLUSIONES 

Se concluye que la adición conjunta de las vitaminas C y E como antioxidantes al 

semen caprino aumenta la motilidad de los espermatozoides al ser descongelados y se 

reduce el grado de oxidación de las membranas espermáticas, dando como resultado 

una mayor calidad en la conservación de los espermatozoides en estado congelado. Lo 

que es determinante para alcanzar una mayor fertilidad. En cambio, la adición de las 

vitaminas C y E como antioxidantes en el semen de macho cabrío no tiene efecto sobre 

el grado de la condensación de la cromatina de los espermatozoides.
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6. COROLARIO 

Aunque se han adicionado una cantidad considerable de antioxidantes en el semen de 

diferentes especies animales, el presente estudio representa la primera contribución de 

adicionar antioxidantes en el diluyente de semen de macho cabrío; los resultados 

encontrados son satisfactorios, sin embargo, es necesario seguir investigando. 

Después de la descongelación del material germinal, lo ideal hubiera sido la 

inseminación de las hembras con los diferentes tratamientos del semen de los machos, 

para tener resultados más contundentes lo cual se recomienda para estudios 

posteriores. Aunque cabe mencionar que debido a la gran cantidad de hembras 

requeridas el número fue una limitante. 

Por otro lado, con la combinación de antioxidantes se obtuvieron resultados favorables 

lo cual es benéfico para los programas de mejoramiento genético y para mejorar la 

calidad del material seminal que se va a almacenar en estado congelado por tiempo 

indefinido y conservar sus características, como son viabilidad y motilidad, 

principalmente. 

Con la búsqueda de la información para fundamentar esta investigación se tuvo como 

resultado la publicación de un artículo de revisión, cuyo titulo es PEROXIDACIÓN 

LIPDICA Y ANTIOXIDANTES EN LA PRESERVACIÓN DE SEMEN. UNA REVISIÓN 

en la revista INTERCIENCIA DEC 2003, 28(12): 699-704
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PEROXIDACIÓN LLPÍDICA Y ANTIOXIDANTES EN 
LA PRESERVACIÓN DE SEMEN. UNA REVISIÓN 

AGUSTÍN MEMBRILLO ORTEGA, ALEJANDRO CÓRDOVA IZQUIERDO,
JUAN JOSÉ mcxs GÓMEZ, LVONNE MARÍA OLIVARES-CORICHI, 

VÍCTOR MANUEL MARTÍNEZ TORRES 
y JAVIER DE JESÚS VALENCIA MÉNDEZ 

1 espuds de La espermia 
ción y de abandonar los 
U  teículos. Los esperma-

toiidc' de mamíferos no ucncn habili-
dad para fecundar; esta capacidad es 
adquirida inicialmente en ci epidídimo. 
después se pierde al enriar en contacto 
crin el plasma seminal y posteriormente 
se reestablece en el aparato rcprodsaci.-
ro o genital de la hembra durante el 
proceso de capacitación (Hidra el al.. 
1972; Visconti y Kopf, 1998). La capa-
citación culmina con la adecuada icac-
ciónacrosomal que permite la 
interacción de los gametos maduros de 
machos y hembras y la fecundación del 
ovocito. Finalmente. en el caso de que 
haya ocurrido la implantación, sigue ci 
proceso de desarrollo y dferenciación 
conducerne al nacimiento de un indivi-
duo Vilar-Rojas el al., 1982a. ti: 

Darszon el al., 1999). 
Por medio de las iecní-

c;idc re muerdo artificial (lA) se

han alcanzado avances sustantivos en la 
rcprodnccinn Esta táctuca se ha desa-
nuilado desde finales de los afios 50. 
siendo uno de Ion principales factores 
de interés que contribuyeron a su desa-
rrollo la certeza de que el gennoplasilia 
de lo macbus rcpnrductoncs no cstirrie-
ea contaminado con patógenos (Thib.cr 
y Gin, 2900) El descuhriimento del 
glicerol como crioproteetrw mancó otro 
avance en la tecnología de congclaciun 
de semen- embargo, el éxito que se 
ha tenido con semen de loro, no se ha 
podido reproducir en otros mamíferos 
como ci sui el ovino, ci caprino y 
especies exóticas (Hall. 2000a) Esto 
obedece a que el éxito de la congela-
ción del semen depende de numenn,on 
factores que pueden ser peculiares ea 
cada especie y deben ser oçximizados 
de acuerdo al tipo de semen que se vn 
a preservar (Sanscue « nL. 2000). Lar 
diferentes especies presentan una serie 
de factores de vntiabulidad que deben

considerarse. como son la fisrolugru 
La bioquímica de los e.spermatoeoides, 
la variación en la anatomía y fisiología 
del trans~ espernintico en el aparato 
reproductivo de la hembra y las carac-
terísticas de la implantación del cigoto. 
Mientras que para la fecundación del 
ovocito en la vaca se requieren pocos 
milloisc5 de espermatozoides. en las 
cerdas se necesitan cantidades sensible 
meute mayores. Esta diferencia cuanti-
tativa entre las especies constituye una 
desventaja cuando se utiliza semen 
criopreservado. ya que en ciertos casos 
se requiere un mayor número de esper-
matozoides para lograr la concepción. 
lo que se dificulta debido a una menor 
supervivencia espermálica durante el 
proceso de congelación (Holi. 2000a). 

Independientemente de 
La iccoica de congelación y descongela-
ciáis del material germinal criopreserva-
do de que se trate. el número de células 
apoptóuicaa .umeftta en comparación 
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con ci semen fresco iAi:,ar Ci iii.. 

20021. El semen criopreservado es utili-
zado con éxito en pocas especies y su 
aplicación a otras puede ser un proble-
ma. Como se mencionó. La pobre super-
vivencia espermática es uno de los 
principales problemas, por lo que el co-
nocimiento de Las características biofísi-
cas de la membrana plasmlica copes-
miitica es fundamental para proponer 
soluciones (Hoir, 2000b). El almacena-
miento de semen. particularmente en 
estado congelado, causa cambios bio-
químicos y funcionales en los esperma-
tozoides, resultando en una reducción 
de la movilidad y la viabilidad, con el 
obvio perjuicio posterior durante el 
transporte y la fertilidad (Leboeuf el 
al.. 2000). La fertilidad se ve reducida 
debido a que los espermatozoides daña-
dos o defectuosos generan grandes can-
tidades de especies reactivas de oxígeno 

Ssra.s son responsables del daño oxi-
dativo (Ball e, al.. 200la). 

Radicales Libres y Especies Reactivas 

de! Oxígeno (ROS) 

Los radicales libres 
son especies químicas que tienen un 
electrón no pareado y se comportan 
como moléculas altamente reacltvas 
Hicks, 2001): pueden causar daño por 

reaccionar con las diversas biomolévu-
las sustrayendo electrones para lograr 
su estabilidad. Los sustraios molecular-
es iiias frecuentes incluyen a los áci-
dos grasos poliinsaturados de las mem-
branas celulares, nuelcótidos en el ADN, 
proteínas y carbohidratos (Machlin y 
Bendich, 1987: Vilar-Rojas ci al.. 

996; Beckman y Ames. 1998). Entre 
las especies reactivas de oxígenos, co-
nocidas como ROS' por sus siglas en 
i nglés. destacan fundamentalmente 
Reckman y Ames. 1998; Somnaer e, 

al . . 2000) e] anión superóxido (0,). el 
hidroxilo (OH) y el peróxido de hi-
drógeno (1-3,0,). Este último es la prin-
cipal especie reacriva, y aunque no es 
un radical libre, es la molécula que 
riis se ha involucrado en el daño de 
los espermatozoides de equino (Baum. 
'ocr el al.. 2(00). El 1-1,0, no posee 
clCCtiOF1CS libres y por lo tanto no es 
un radical libre, sin embargo, es una 
molécula muy reactiva y puede ser 
precursora de radicales -OH en presen-
cia de metales de transición (Hicks y 
Medina-Navarro, 1995; Hicks, 2001). 

reacción inicial de la oxidación de 
indos grasos poliinsaturados se deno-
mina tipoperoxidación y es generada 
por las ROS que inducen una reacción 
ci) cadena (Medirla Navarro er al., 
199 7 1 Wang e, af. 2M V1

Por otro lado, se ha de-
mostrado que la síntesis del oxido nítri-
co (NO). que ca un radical libre del ni-
trógeno, en espermatozoides de ratón y 
de humano puede inducir la peroxida-
ción de los lípidos de la membrana es-
permática (Herrero el al.. 1996), en 
este proceso se ittvolucra adicionaltnen-
le el anión superóxido (0,) que es una 
ROS que al interaccionar con el óxido 
nítrico forma peroxinítnto, una mokeu-
la precursora de radicales -OH. que 
realmente sería la responsable de la Ii-
poperoxidación-

 La interacción del radi-
cal OIl con el material genético medí-
Oca el ADN, pudiendo generar mutacio-
nes y dekciones de la molécula. Los 
radicales libres han sido asociados a 
procesos tan diversos como son la in-
ducción de apoptosis neurona¡ por daño 
oxidativo lO litro e iii r1vi9 (Al- Abdulla 
y Lee. 1998),

Las ROS inducen daño 
a los fosíolípidos de la membrana y del 
ADN en espermatozoides humanos y 
están implicados en la infertilidad mas-
culina. La producción de ROS y el 
daño riel ADN son mayores en esper-
matozoides inmaduros con retención 
citoplasmica y anormalidades morfoló-
gicas de la cabeza (011ero e: al., 2001) 
La peroxidación lipídica asociada a 
ROS provoca una disminución de la 
movilidad y viabilidad espermática. de 
la integridad acrsomal y del potencial 
de membrana mitocondcial (Baumber rl 
al. 2000). 

Estrés Oxidante

Aunque los radicales li-
bres del O, representan uno de los me-
canismos de defensa del organismo du-
rante una infección ya que causan la 
lisis bacteriana, se ha demostrado que 
un exceso en la producción de estas es-
pecies reactivas produce daño a los or-
ganismos vivos por el estrés oxidante 
(Hicks, 2001). Este tipo de estrés se ha 
definido como un desequilibrio entre 
oxidantes y los mecanismos antioxidan-
tes de los organismos, que involucran 
sistemas enzimáticos y moléculas orgá-
nicas diversas entre las que se incluyen 
algunas vitaminas, como la E y la C 
(Hernández- Al varado ci o!, 1995: Freí. 
l999)

Las ROS cumplen una 
importante función en la fisiología es-
permática normal, pero el desequilibrio 
entre su producción y degradación cau-
sa efectos adversos sobre el espermato-
zoide (Ball e, al.. 2(X12) El estrés 
issidauite causado por el H 2O, provoca 
un	rial tiincionanhic'nro en la miro-

condria y conduce a una muerte ensilar 
programada (Liu el al.. 20001. La inte-
rrupción de la cadena nsitocondrial de 
transpone de electrones, o la inhibición 
de la misma, predispone a una forma-
ción de radicales libres (Hieks. 2001). 

En espermatozoides bu-
manos, el H 2 O, causa una elevada frag-
mentación del ADN, además de reducir 
su movilidad y capacidad de fusión con 
los civocitos (Aitken 

ej ¿r/,, 

1998). La 
pci-oxidación lipídica es un ejemplo de 
daño oxidante en membranas celulares, 
lipoproteínas y otras estructuras que 
contienen lípidos. La peroxidación suele 
acompañar a diversos procesos degene-
rativos (Girotti. 1998). 

Peroxidación LIpídica 

La dinámica tIc la meiR-
brana plasmática de la célula espnrnsáti-
ca cumple un papel importante cii loo 
procesos de maduración, capacitación y 
fecundación (Wolfc ci al.. 998; Mtlller 
e, a).. 1999): sin embargo, el aumento 
de las ROS pueden dañarla (Clarkon y 
Thompson. 2000) y una de las principa-
les causas del deterioro espermático es 
el estrés oxidante que causa perorada-
cir'in de los lípidos de la membrana 
plasmática, modifica su fluidez y altera 
la permeabilidad, lo que puede conducir 
a la célula a un proceso de muerte ce-
lular (Batellier el al.. 2001). 

Con base en lo antenor 
se puede considerar que un área prome-
tedora de estudio es el posible pm-ira-
tamiento contra liso procesas de peroxi-
dación de los csperntatozoidcs o en el 
medio de dilución para proteger o con-
servar la integridad de su membrana 
durante el proceso de congelación y 
descongelación (Leboeuí el u!.. 2000), 
ya que se sabe que los metabolitos ge-
nerados por las ROS durante los proce-
sos o.oidantes trastornan la fusión esper-
matozoide-osocit(1. la movilidad esper-
mática y la integridad del ADN (Aitken 
e: al.. 1998).

Mientras que tos capee. 
maio-,oides de pavo ir, litro requieren 
condiciones aeróbicas para mantener su 
viabilidad, los espermatozoides de ma-
mífero que son mantenidos ¡o vitn, con 
exceso de O, sufren una peroxidación 
lipídica que les causa daño en la mem-
brana- reduce su movilidad y subse. 
cuentenseule su fertilidad Donoghue y 
l)oiioghue. 1997). 

En el equino, el uso 
del semen almacenado en refrigeración 
se ha visto limitado debido a la baja 
capacidad de fecundación. Una de las 
causas de la disminución en la fertili-
dad es la peroxidsción de los lípidos de 
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la mcrnhrsns de los espermatozoides, 
pues el alto contenido de ácidas grasos 
poltinsaturados los hace sumamente 
susceptibles (Aurich el al., 1997). 

La peroxidación de los 
ácidos grasas poliinsaturados puede ser 
analizada por medio de la cuantifica-
ción de malondialdehido (Miller el al.. 
1998; Poavala el aL, 1999), cuya for-
mación se considera como un indicador 
de lipoperoxidación ya que es uno de 
los productos resultantes de la peroxi-
ilación de los lípidos de la membrana 
celular (Lysiac el al., 2002). Por lo tan-
to. altas concentraciones de este com-
puesto indican un aumento en la pa-
roxidación.

El malondialdebido, al 
ser mezclado con el ácido tiobaj'bitsiri-
co, reacciona formando un pigmento 
rojo que puede ser detectado a una lon-
gitud de onda de 530nm (Takacs e: aL, 
2000). En el equino, la prueba del áci-
do tiobarbitúrico se ha usado para 
cuantificar la producción de malondial-
dehido en los espermatozoides, siendo 
esta proporcional a la concentración ce-
lular (Stradaioli y Magistrini. 2002). La 
perosidación ocurre principalmente en 
la pieza media del flagelo de los esper-
matozoides equinos (Neild e: al.. 2002). 

Generación de Radicales y ROS 

Los radicales libres se 
pueden formar a partir de moléculas es-
tables mediante ruptura homolítica y re-
acciones de transferencia de electrones. 
Estas reacciones se dan por 1) absor-
ción de energía ionizante, como radia-
ciones ionizantes, ultravioleta, visible y 
irmica; 2) reacciones redox de transfe-
rencia no enzimática de electrones en el 
caso de reacciones catalizadas por me-
tales de transición; y 3) reacciones 
catalizadas por enzimas coma la supe-
róxido dismutasa que cat.alrza la forma-
ción del 1-1,0, (Hicks, 2001). 

Aunque íisiológicaincn-
te se formas radicales libres durante la 
respiración mitocondrial, las anomalías 
en La mitocondria pueden contribuir a 
su producción excesiva (Al-Abdulla y 
Lee, 998; Thannickal y Fanburg, 2000; 
Y ves, 2000).

Los espennatozoides 
dañados durante una rápida congelación 
o aquellos espermatozoides morfológi-
camente anormales generan una canti-
dad mayor de ROS que los espermato-
zoides morfológicamente normales (Bali 
e: al.. 200la).

La presencia de leuco-
citos en el eyaculado también es una 
importante fuente de ROS en el semen 
humano. Cuando están presentes en

grandes cantidades puede haber una 
disminución de la capacidad fecundan-
te. En el equino, se ha podido compro-
bar que la incubación del semen con 
5x10 neuu-oflloa/ml aumenta la genera-
ción de H 2O, y reduce la movilidad es-
permática in vitro (Raumber ev al., 
2002b). Los neutrófilos secretan ROS 
hacia el plasma seminal, lo que se 
suma a la cantidad de ROS producida 
intracelularmenle por los espermatozoi-
des como resultado de la actividad fla-
gelar.

La presencia de un es-
tado de estrés oxidante se cree que re-
gula la función espermática en dos sen-
tidos, tanto benéfico como perjudicial. 
Resulta benéfico que una pemxidzción 
leve puede promover la capacitación y 
la activación del espermatozoide, actúa 
como interruptor en la tirosina cinasa, 
ocurre una hipernsovilidad inducida por 
el anión O; y un aumento en la afini-
dad por la zona pelúcida. Es peijudicial 
el hecho que la peroxidación excesiva 
resulta en daflo espermático (Gadella el 
al., 2001). 

Alnsaeeaanuento de Semen 

Todos los organismos 
aeróhicos derivan su energía metabólica 
de la reducción del O, y consecuente-
mente son susceptibles al daño por pe-
roxidacido causada por los radicales li-
bres (Wang e: al., 2001). Las reaccio-
nes producidas por estos radicales son 
más activas cuando el semen es atinare-
nado a temperatura ambiente que en es-
tado congelado (Vishwanath y Shannon, 
2000). Sin embargo, durante la congela-
ción y descongelación se Forman radi-
cales libres y estos tienen un efecto 
perjudicial (Limaye. 1997). Además, la 
generación de ROS por espermatozoides 
dañados tiene un importante impacto 
sobre las células viables restantes, ya 
que representan un daño acumulativo 
para los espermatozoides en almacena-
miento (Ball er a), 2001a). 

Existe un estrés asocia-
do a la congelación causado por Los 
cambios de temperatura a que los es-
permatozoides son sometidos durante el 
proceso de enfriamiento, los efectos de 
los componentes del medio y los mis-
mos crioprotectores durante el proceso 
y. finalmente. por los efectos de la des-
congelación (Vishwanath y Shannon, 
2000), Los espermatozoides de equino 
generan ROS en forma natural, pero 
esta generación aumenta con la conge-
lación y descongelación. La criopreser-
ración somete al espermatozoide a un 
estrés oxidante y posible daño del ADN 
(l3aumnbcr e: al., 2002a).

EL proceso de congeIs 
ción del semen causa daños bioquinsi-
cus y funcionales a los espermatozoides 
resultando en una reducción de la mo-
vilidad y la viabilidad, perjudicando el 
transpone y la capacidad de fecunda-
ción, por lo que la fertilidad del semen 
congelado es más baja comparada con 
el semen fresco (Lebocuf ev al., 2000) 
El daño a bajas temperaturas ocurre en 
la membrana plasmática, en la membra-
na acrosomal, en la mitocondria y en la 
vaina del axomiema. Generalmente, el 
daño es más severo en el espermatozoi-
de de carnero que en el de toro (Sala-
man y Maxwell. 2000). 

La membrana plasmáti-
ca y la membrana del acrosoma son 
más sensibles que la parte locomotora 
de la célula espermática. La membrana 
externa del acrotoma es más vulnerable 
que la parte interna. El daño por conge-
lación y descongelación está acompaña-
do por cambios bioquímicos corno la fi. 
beración de transaminasa glutámica 
oxaloacática, pérdida de lipoproteínas y 
ácidos, disminución en la actividad de 
fosfaisisa, liberación del colesterol, au-
mento de Na y disminución de K. 
inactivación de la hialorunidasa, pérdida 
de prosmaglandinas, disminución de ATP 
Y síntesis de ADP. y disminución de la 
actividad pror.eolítica acrosomal. Estos 
cambios pueden ser los responsables de 
una disminución de la integridad Lun. 
cional, de la sobrevivencia in vivo y d@ 
la capacidad de fecundación (Salamon y 
Maxwell, 2000).

El procesamiento y al-
macenamiento de semen reduce la mo-
vilidad y causa un trastorno de la inte-
gridad de la tncmbr,usa del espermato. 
wide y estos cambios están asoçiadoa 
con pérdida de la capacidad de fecun. 
ilación (Maxwell y Stojanov, 1996). Los 
cambios en la composición de los 
lípidos de la membrana plasmática de 
Jos espermatozoides, en la movilidad, 
viabilidad e integridad de los esperma. 
tozoides han sido evaluados en semen 
de pavo en almacenamiento líquido in 
cirro, donde la movilidad, viabilidad y 
la integridad morfológica de los esper-
matozoides se ha visto reducida durante 
el almacenamiento; cambios en el con-
tenido de los lípidos pueden ser expli-
cados por la lisis de los fosfolípidos de 
la membrana seguidos por el metabolis-
mo endógeno o por una compleja com-
binación de lisis, metabolismo y peroxi-
dación (Douard es al.. 2000). 

Antioxidantes

Un antioxidante con 
función biológica se define como una 
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istancia que disminuye o evita la un;-
lacios del sustrato resishando un agente 
reductor más potente (Hicks. 2001). 

Para intentar minimizar 
la peroxidacién se han ensayado diver-
os antioxidantes. examinanda sus 

efectos sobre tos espermatozoides. En 
el carnero se han analizado los siste-
mas enzimáticos superóxido dismutasa 
(SOl)). catalana (CAT) y cilocromo C 
liquido (CHe), antioxidantes que han 
mejorado la movilidad y la itstgridad 
acronomal del espermatozoide (Maxwell 

Stojanov. 1996). 
Por el contrario, la 

adición de sulfato ferroso al semen 
eouino almacenado a 5C aumenta la 
eroxidación. disminuyendo la movili-

dad espermática debido a que 
coadyuva a la generación de ROS 
BalI y Vo, 2002). La preservación de 
cmen líquido a es una técnica 

utilizada en el manejo reproductivo de 
lo, equinos y el daño oxidativo en los 
csperniaiozoides durante el alinacena-
iliento es una causa potencial en la 
disminución de la movilidad y fertili-
dad, por lo que se ha evaluado el efec-
to de adicionar antioxidantes solubles 
n agua y solubles en lípidos para 

mantener la movilidad. Sin embargo- 
¡n adición de catalasa no ha logrado 
mejorar significativamente el manteni-
miento de la movilidad, la viabilidad y 
la integridad acrosomal del espermato-
oide de equino (Ball ci al, 2001b). 

De hecho. incluso la catalasa puede 
disminuir la movilidad progresiva de 
los espermatozoides en semen almace-
nado a 5"C (Aurich e: al.. (997). Sin 
embargo los niveles de catalana y su-
peróxido dismutasa han sido evaluados 
en muestras de semen humano. en 
donde la astenospermia está relaciona-
da con una disminución de antioxidan-
es en el eyaculado (Siciliano e: al.. 
2001).

Los espermatozoides 
del epidídimo son protegidos de los 
agentes reactivos del O. que pueden 
perjudicar el complejo proceso de ma-
duración (Hinton en al.. 1995; Trainer ex 
CmL, 1998). La protección radica en rin-
eo enzimas principales (Jung y Henke. 
1996 Tramo' e: al.. 1998): glntatióu 
peroxidasa (GN), fosfolípido hidzope- 
óxido glutatión peroxidasa (PHGPx). 
zlutatión rcductmisa (GR), .superostdo 
disitiutasa (SOl)) y catatase (CAT). Las 
enzimas intracelulares 500. CAT y GR 
inhiben el daño oxidatisio (Borek, 
2001).

En el eyaculado de ha-
manO, las niitocondrias de los esperma-
(ozoides contienen giandes cantidades 
de PHGPX. una de las principales en-

rimas que ayuda contra la peroxidacittn 
producida por el H0:. La disnflnuciiin 
en los niveles de esta eiteirna en los es-
permatozoidcs de¡ Tiomtffc esta asociada 
con infertilidad (Imai e: al.. 2001). 

El glutatión reducido ex 
un agente antioxidante que está presen-
te en el ambiente que rodea al esperma-
tozoide de carneros y equinos (Fociché-
cotas cf ¿tI., 1999); funciona en una va-
riedad de importantes procesos fiioló- 
gicos" metabólicos en todas las eclulas 
de rnamikrot, incluyendo la dcsintoxt' 
calón de los radicales libres, metales Y 

otros compuestOs electrofiicos (Wang y 
Ballalori. I99).

El sistema cadógcno de 
defensa antioxidante reduce la toxicidad 
molecular del O, y de las especies 
reactivas del nitrógeno (RNS). Entre las 
moléculas antioxidantes se ha mencio-
nado repetidamente a la - melalonina. 
que es un eficiente 'sritvenger". aunque 
bajo ciertas circunstancias también pue-
de ser pro-oxidante (Guzinan-Caeitfell 
e, al.. 1999). La melatonina inacli%a a 
radicales altamente reactivo,  como es el 
caso del radical OH. el singletc de O.. 
14,0.. NO. y el anión peroxinitnto. 
Además estimula las diversas enzimas 
antioxidantes (El-Sokkitry fr al.. 1999: 
Reiter. 2000). De la misma manera la 
albúmina sérica representa el principal 
y predominaiøe antioxidante en el pias-
ma (Bowdon et al.. 1999). 

El sistema de defensa 
antioxidante exógeno derivado de los 
componentes de la dieta comprende a 
las vitaminas E y C el l-curt*cno 
(Ttibk,le. 1999). el tetinol y los carole-
noidcs. que ano poderosos antioxidantes 
(Sehunemon e: al-, 2001). Las vitamina 
C y especialmente la vitamina E dismi-
nuyen el grado de peroxidación lipi-
dica. En los últimos 10 anos Lx función 
celular antioxidante del ct-tocofenol ha 
sido ampliamente inveangada (Am e: 
¿tI., 2000). Sin embargo. la vitamina E 
en el semen equino almacenado a 55C 
no mejoré significativamente la movili-
dad (Rail er aL. 2001b)_ Además de la 
vitamina E. se ha evaluado el baiil 
)tidmxitolueiiO (Soimner ci ir/-. 2000) ca 
espermatozoides de pavo durante el al-
macenamiento líquido, logrando un me-
joramicato en la integridad de la mcm-
bruna. ea la uncwilidad y en La solirevi-
vencin expeviiiatiea (Donogltuc y 
Donoghiae. 1997). 

La vitamina C o ácido 
ascórbico es el principal antioxidante 
en el plasma y dentro de tu célula, al 
donar eloctruaes al radical tocoperoxil 
de la vitamina E oxidada: de esta ma 
nera rccicla la función antioxidante del 
a-tocoíerol. ayudando a proteger la

membrana lipidtca de la peroxtdacion 
(Muy. 1999). Se le ha utilizado para 
prevenir el efecto oxidante (Donoghlie 
y DouoghuC, t997) de las llpoprore(tia% 
de baja densidad (Carr e: al.. 2000ai. 

En semen equino, la vi-
tamina C ha tenido efectos protectores 
sobre la integridad de la membrana de 
espermatozoides almacenados a 5C 
(Aurich ,: ciL, 1997), sin embargo. no 
mejora significativamente el manteni-
mien to de la movilidad (Ball e: al, 
2001 b). En el pavo tampoco ha tenido 
efectos benéficos sobre las característi-
cas sesninales (Donoghue y Donoghue. 
1997).

Por otra parte, las pro --
teínas aisladas del plasm

a seminal de 
carnero revierten los daños causados 
por el choque por frío, aumentati la 
proporción de membranas intactas de 
los espermatozoides y se repara el daño 
cansado, restauriindosc la permeabilidad 
de la membrana plasmática (Barrios <'a 

al- 2000). De la misma manera, mmmii 
fracción del plasma seminal de equino 
contiene fosfocaseinato y parece estar 
implicada en una actividad antioxidante 
(Bateilier e, al.. 2001). 

Los compuestos como 
los cazotenoides y el a-toeoferol son 
antioxidantes lipofílicos de la dieta que 
protegen a las lipoproteinas plasmáticas 
contra la oxidación (I)ugas e: al.. 1998: 
Tribble. 1999: Schuncmann e, cii. 
2001:. Entre las propiedades benéficas 
de los carotenoides puede haber efectos 
alentadores. ya que parecen prevenir 
enfermedades cardiovasculares e incluso 
el cáncer. Sin embargo, en humanos 
que consumen vegetales ricos en Caro-
tenoides se tienen pocos datos de los 
efectos antioxidantes (Bub e: al.. 2000). 
La modificación otiidativa del ADN. 
proteínas y lípidos por ROS participa 
en los mecanismos de envejecimient

o y 
enfermedades crónico.degenerati\uS 
(Borek. 2001). Estudios epidemioló-
gicos indican que las frutas y los vege-
tales son promotores de la salud y pro-
tegen contra enfermedades, protección 
que es debida al efecto antioxidante 
(Easos'ood. 1999). 

La vitamina E tiene un 
impacto en la prevención de enfermeda
des crónicas; se cree que este efecto 
está asociado al estrés oxidante y sus 
efectos benéficos han sido demostrados 
iUpreti ci al.. 1997; Brigelius-FlOhé y 
Traber. 1999: Upiston e: al.. 1999: Cain 
ci al. 20000. Sin embargo. como ya se 
mencioné la adición de u-tocopherol u) 
semen equino a S IC no reduce la pe-
roxidación (Hall y Vo, 2002). 

Además de la vitamina 
E, también se han evaluado el butil 
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hidroasnisol, ci n-pi'üpil galato. y ci 
feroxamina mesilato. por su habilidad 
para preservar la movilidad de esperma-
tozoides de carnero, aunque el di-
luyente definido puede anular los efec-
tos benéficos de estos (Upreti e: al., 

I997). El a-tocoferoi puede actuar 
como un antioxidante o pro-oxidante, 
ya que inhibe o fa'ilita la peroxidacida 
lipidica de las Jipoproteinas de baja 
densidad. La actividad pro-oxidante del 
ce-tocoferol es prevenida por el aseor-
bato, por lo que la vitamina E solo 
puede ser efectiva en combinación con 
la vitamina C (Carr el al., 200Gb). La 
combinación de la vitamina E. un an-
toxidante lipofílico, con vitamina C, un 
antioxidante hidrofílico. vio selenio. 
desintoxica los lípidos de los peróxidos 
Schweskc y Behr. 1998). 

Por último, se ha de-
ii:osirado que los extractos de ajo fres-

y los fiavonoidcs contienen antioxi' 
tt;inles que previenen el daño oxidativo 
)E:istwood. 1999; Sorek, 2001J. Los 
'li' (ni)}d5 están presentes en las plan-

contribuyen a la defensa antioxi-
dsntc (Borek. 1997; Fremont el al.. 
19081. El consumo de soya se ha acon-
sejado porque contiene de manera natu-
ral y en cantidades considerables la 
iss,flavooa, un fltoestrógeno que reduce 
la peroxidación lipidica ¡ti vivo y au-
menta Ici resistencia de las lipoproteínas 
de baja densidad en el humano 
Wiseman el al.. 2000). 

Conclusiones

El proceso de congela-
ción y descongelación de células 
.o.permáhleas reduce la viabilidad de 
los espermatozoides. Los cambios de 
temperatura a los que son sometidos 
Provocan un choque por frío, lo que 
ocasiona que una cantidad considera-
ble de células mueran y otras sean da-
liadas. afectándose la movilidad, la 

viabilidad, y la fertilidad. Los radica-
les libres generados por el proceso de 
congelación-descongelación y por el 
metabolismo celular dañan la mem-
brana plasmática espermática. que al 
estar formada por ácidos grasos po-
liirisaturados es altamente susceptible 
a una lipoperoxídación. Aunque los 
espermatozoides son protegidos por 
.i .,icmas de defensa antioxidante, es-
w, pueden ser rebasados bajo situa-
ciones en las que las ROS son genero-
d.c, en exceso, lo que conduce al 
csirCS oxidante, por lo cual puede re-
suirar benéfico el adicionar antioxi-
Orares a tos diluyentes definidos para 
;re'.ervación de semen de los machos 
reproductores.
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