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I   CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

1.1 INTRODUCCIÓN  

 La producción ovina en México, se realiza bajo sistemas de pastoreo tradicionales, 

con escasa tecnología y baja productividad. La región sur y sureste, se describen con 

características tropicales donde destacan razas de pelo como la Pelibuey y Black Belly, 

aunque actualmente se han incorporado razas especializadas para producción de carne, estas 

son la Dorper y Kathadin (Hernández et al., 2017).  

 En el estado de Yucatán, actualmente la ovinocultura en la zona centro-norte, presenta 

cambios sustanciales como la conformación de asociaciones especializadas en ovinos, un 

mercado constante, precios atractivos y apoyos gubernamentales, reflejando la inclusión de 

nuevos productores con inversiones importantes, lo que permite, la incorporación de 

prácticas y tecnológicas en el manejo del rebaño, con finalidades de producción definidas 

(Góngora et al., 2010). Estudios en sistemas de producción ovina basados en la raza Pelibuey 

en Yucatán, indican que de acuerdo al tipo de productor (asociado o no) se refleja el tamaño 

del rebaño, grado de tecnificación, y por consiguiente su proceso de comercialización 

(Magaña et al., 2000). 

 El uso de las biotecnologías como la evaluación de la calidad seminal, es una técnica 

hasta ahora poco usada por los productores, pero que es una herramienta que ayuda a evaluar 

a los sementales y que está asociada a su fertilidad (Canto et al., 2012). La evaluación 

estándar, incluye varios parámetros: volumen, concentración, movilidad, vitalidad y 

morfología, a ellas se suman mediciones que proveen información de la cantidad del 

eyaculado y de la calidad de espermatogénesis, sin embargo, estos parámetros tienen 

limitaciones y no pueden ser utilizados como pronóstico confiable de la capacidad fecundante 

del espermatozoide in vivo o in vitro (Bedoya et al., 2003).  

 Por otro lado, la criopreservación es una tecnología muy útil para conservar el 

material genético de los sementales, sin embargo, los espermatozoides ovinos resultan 

intolerantes a los cambios de temperatura del proceso de congelación-descongelación, 

presentado daño mecánico en la membrana plasmática a causa de la alta cantidad de ácidos 

grasos poliinsaturados que ésta posee (Salamón y Maxwell, 2000). Durante los procesos de 



    
 

criopreservación, se produce un aumento excesivo de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

que ocasionan estrés oxidativo a las macromoléculas como proteínas, ácidos nucleicos y 

carbohidratos, afectado la actividad endógena de los antioxidantes enzimáticos, reduciendo 

la motilidad, comprometiendo la integridad de la membrana plasmática, por el daño 

ocasionado en el ADN, y la transcripción de RNA, lo que se traduce en la perdida de la 

viabilidad e incapacidad fecundante. (Sariözkan et al., 2009; Bisht et al., 2017).   

 Con el fin de reducir los daños ocasionados por las especies reactivas de oxígeno, se 

han realizado estudios donde se demuestra que la adición de antioxidantes exógenos de 

origen vegetal a los diluyentes de congelación, logra extender el periodo de almacenamiento, 

aumentando la motilidad, reduciendo la degradación celular, mejorando la integridad 

acrosomal e incrementando la viabilidad y la habilidad fecundante (Maia et al., 2010). Los 

cuales son una buena alternativa para contrarrestar los daños ocasionados por los ROS, 

gracias a la capacidad antioxidante que estos extractos poseen. (Valdez, 2018; Guedea, 

2019). 

 La suplementación de extractos de algas marinas pardas a los diluyentes para 

criopreservación, ejerce una efectiva capacidad antioxidante al neutralizar las especies 

reactivas de oxígeno y mejorar notablemente los parámetros de calidad seminal en 

espermatozoides de humanos (Fardmanesh et al., 2015; Sobhani et al., 2016) y bovinos 

(Mizera et al., 2018).   

 En las regiones costeras de la península de Yucatán, podemos encontrar cerca de 111 

especies algales, de las cuales 29 son de color café o pardo. Dentro de las 4 lagunas más 

importantes de nuestro estado, se han reportado 5 especies café (Phaeophyta), mientras que 

en el ambiente arrecifal se han estudiados 45 especies pardas aproximadamente (Ortegón et 

al., 2010).  La coloración común de las feofíceas resulta de una combinación de pigmentos 

carotenoides, entre los cuales predomina la fucoxantina (León y Nuñez, 2017).  

 La fucoxantina, presenta propiedades benéficas, para la salud, al ser utilizado como 

preventivo antiobesidad, antidiabetes, antiinflamatorias, anticancerígenas y 

hepatoprotectora, de igual manera se le atribuyen efectos protectores cardio y cerebros 

vasculares (Ikeda et al., 2003; Woo et al., 2010). Este carotenoide, posee una estructura 

inestable por su inusual enlace alénico, que le brinda su capacitad antioxidante, comprobando 



    
 

que ejerce una eficaz labor con la eliminación de radicales libre (Nomura et al., 1997; Kawee-

ia et al., 2013). A pesar de ser un prometedor antioxidante, no se tiene registro de su uso ni 

de las reacciones que pudiera ejercer al ser adicionado a los diluyentes para la conservación, 

por lo que es conveniente realizar estudios que comprueben su efectividad en la reducción 

de radicales libres en los parámetros de calidad seminal de diferentes especies, en especial 

en la conservación de espermatozoides ovinos.  

1.2 ANTECEDENTES   

1.2.1 Estructura del espermatozoide ovino  

 El espermatozoide es una célula haploide, altamente especializada que presenta 

características funcionales específicas, que cumplen con el objetivo de transferir el genoma 

masculino al gameto femenino (Caille, 2012).  Este gameto se forma en los tubos seminíferos 

de los testículos. Son células alargadas consistentes de cabeza aplanada portadora de un 

núcleo y una cola que es el apartado que utilizan para desplazarse por en el aparato 

reproductor femenino y realizar la fecundación (Angelino, 2009).   

 Para poder realizar esta tarea, el espermatozoide se encuentra muy bien equipado con 

una batería de estructuras especializadas, una membrana plasmática que muestra áreas 

delimitadas, organelos con disposición especifica tales como la vaina mitocondrial, un 

acrosoma y una cola especializada también conocida como flagelo. Todo este conjunto 

garantiza la interacción particular con el ovocito y sus envolturas. (Tapia, 2014).  

 Los espermatozoides constituyen el 25% del volumen del eyaculado, el resto son 

secreciones de los tubos y las glándulas seminíferas. Fisicoquímicamente, están integrados 

por un 86% de agua, sustancias inorgánicas (como el sodio, potasio, calcio, magnesio, fosforo 

entre otros), sustancias orgánicas (como proteínas, hidratos de carbono, fructuosa, ácido 

láctico, cítrico, vitaminas), entre otras sustancias en cantidades menores (Tapia, 2014). El 

tamaño de un espermatozoide ovino es de 70 a 80 μ (Aisen, 2004). 

1.2.1.1   Cabeza 

  La cabeza de los espermatozoides es aplanada, es portadora del núcleo que contiene 

el material cromosómico o ADN, quien es el responsable directo de la trasmisión hereditaria, 

también tiene una cromatina compacta (Tapia, 2014). Si lo vemos de adentro hacia afuera, la 



    
 

cabeza está compuesta por tres principales que son, el ya antes mencionado núcleo, el 

acrosoma y la membrana plasmática.   

1.2.1.1.1     Núcleo 

 El núcleo posee una cromatina altamente condensada, resultando denso y homogéneo. 

La envoltura nuclear, membrana que recubre al núcleo, posee numerosos poros (Eddy, 1988). 

1.2.1.1.2    Acrosoma 

 Es una especia de vesícula delgada limitado por un saco membranoso de capa doble, 

en forma de capuchón que se encuentra estrechamente adherido al núcleo y lo rodea en las 

2/3 durante las últimas etapas del espermatozoide. (Cooper y Yeung, 2006).  La matriz 

acrosomal se encuentra limitada por la membrana acrosomal interna, en estrecho contacto 

con la envoltura nuclear, y la membrana acrosomal externa, ubicada por debajo de la 

membrana plasmática del espermatozoide. Esta matriz acrosomal es considerada como un 

gránulo secretor de cimógenos, con origen en el Golgi, debido a su contenido de enzimas 

proteolíticas, acrosina y hialuronidasa entre otras (Gimeno, 2014). Esta estructura en forma 

de casquete, contiene varias enzimas hidrolíticas incluyendo proacrosina, esterasas, 

ácidohidrolasa y neuraminidas, que ayudarán en la rotura de la zona pelúcida que se 

encuentra alrededor del ovocito, durante la penetración. (Barragán, 2017).  

1.2.1.1.3    Membrana plasmática 

 Rodea al acromosoma y al núcleo para separarlos del resto del cuerpo del 

espermatozoide. En su interior se encuentra una pequeña cantidad de citoplasma con altos 

niveles de ácidos grasos. Tiene la clásica estructura trilaminar con una composición variable. 

Mediante diferentes estudios de distribución de cargas, de unión específica a lectinas, de 

patrones de criofractura y marcación con anticuerpos, se ha determinado que se presentan 

regiones o dominios que le confieren y participan de diferentes funciones, y esto es variable 

según la etapa en la que se encuentre el espermatozoide (Cooper y Yeung, 2006). Los 

principales dominios son: a) región anterior de la cabeza, recubre la región acrosomal y se 

asocia con el proceso de capacitación y reacción acrosomal (RA); b) región post-acrosomal, 

se asocia a eventos de reconocimiento y fusión con el oolema; c) región del flagelo, participa 

en el desarrollo del movimiento (Cooper y Yeung, 2006). 



    
 

1.2.1.2   Cuello 

 Une la cabeza del espermatozoide con la cola (flagelo), la cual se subdivide en los 

segmentos medio, principal y caudal (Muñoz, 2002). La placa basal del cuello es continua en 

sentido posterior, y tiene nueve fibras gruesas que se proyectan hacia atrás a través de la 

mayor parte de la cola (Hafez y Garner, 1996). En su interior existen miles 

de mitocondrias que se encargan de obtener la energía necesaria para producir el movimiento 

flagelar que permite el avance del espermatozoide. 

1.2.1.3   Cola 

 Formada por el cuello y los segmentos medio, principal y caudal. La región de la cola 

comprendida entre el cuello y el anillo citoplasmático es el segmento medio. El centro de 

este segmento medio, junto con toda la longitud de la cola, constituye el axonema. Este se 

compone de nueve pares de microtúbulos dispuestos radialmente alrededor de los filamentos 

centrales. El axonema y las fibras densas que lo rodean están cubiertos periféricamente por 

numerosas mitocondrias dispuestas en un patrón helicoidal (vaina mitocondrial) (Muñoz, 

2002). 

1.2.2   Evaluación de calidad seminal   

 Un solo macho se aparea con muchas hembras, de su calidad seminal depende que las 

hembras resulten preñadas y por consiguiente sea óptima la reproducción del rebaño. En la 

valoración de la calidad seminal no solo se analiza la concentración espermática, motilidad, 

volumen seminal, aspecto, color y pH, sino que también sirve para evaluar a los 

espermatozoides y establecer el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos, mediante 

las técnicas de tinción también llamadas morfometría espermática (Forcada y Abecia, 2000). 

En el estudio básico del semen se valoran fundamentalmente los parámetros físicos, 

citomorfológicos y bioquímicos, a partir de los que puede estar indicado el estudio hormonal, 

inmunológico, bacteriológico o citogenético. Cada test analiza diferentes parámetros que 

puedan afectar a la capacidad potencial de fertilización del macho (Álvarez Lleó, 2003). 

Generalmente se evalúan cinco parámetros para medir la calidad del semen: concentración, 

motilidad, integridad de la membrana e integridad acrosómica. De estas, la concentración, la 

motilidad y la integridad de la membrana de los espermatozoides son tal vez las más usadas 

rutinariamente. 



    
 

Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante son: 

motilidad progresiva, morfología normal, metabolismo energético activo, capacidad para 

desarrollar una motilidad hiperactivada, integridad estructural y funcional de la membrana, 

integridad de las enzimas asociadas a la fecundación, capacidad de penetración y 

transferencia optima del material genético. Sin embargo, este análisis integral es muy difícil 

de desarrollar, debido a la enorme complejidad inherente de la función espermática. Los 

estudios de calidad seminal, persiguen como objetivo identificar algún parámetro cinético, 

morfológico o bioquímico que indique el estado de la célula espermática en un momento 

dado y que, al mismo tiempo, pueda ser relacionado con la fertilidad y calidad del eyaculado 

(Hidalgo, 2007).  

1.2.2.1   Plasma seminal 

Si bien la colecta seminal primer paso dentro de un programa de inseminación 

artificial (I.A). Esta labor resulta de gran importancia, no sólo para la obtención de 

eyaculados de óptima calidad, sino también para la utilización adecuada de los sementales 

empleados en diversos programas, consiguiéndose así una vida sexual prolongada para los 

mismos.  

La eyaculación está formada por dos partes el plasma seminal y los espermatozoides. 

El plasma seminal es una mezcla de sustancias orgánicas e inorgánicas disueltas en agua, que 

es secretado principalmente por las glándulas vesiculares y una contribución menor de las 

glándulas bulbo uretrales. El plasma posee cuatro funciones principales: el proceso de 

emisión que se origina del movimiento del líquido espermático (espermatozoides) de la cola 

del epidídimo hasta la uretra pélvica en donde se mezcla con las secreciones de las glándulas 

accesorias, constituyendo así el semen (Gómez-Vargas, 2019). También posee características 

buffer para ayudar en la supervivencia de los espermatozoides, después de ser depositados 

dentro del tracto reproductivo de la hembra. El los ovinos, la eyaculación es espontánea y 

dura solo una fracción de segundos, se caracteriza por un violento empujón de la pelvis del 

macho, conocido como “golpe de riñon” (Aké et al., 2017).  

1.2.2.2   Contrastación seminal 

  El desarrollo de pruebas de laboratorio que anticipen de forma precisa el poder 

fecundante del semen obliga a evaluar diversos factores o funciones de las células 



    
 

espermáticas. La única prueba definitivamente válida de la calidad real de una muestra 

seminal, la constituye la fecundación de las hembras inseminadas.  

En respuesta a ello, existen técnicas de laboratorio de contrastación seminal que 

utilizadas correctamente arrojan datos con distintos grados de correlación sobre la capacidad 

fecundante del esperma de un determinado semental. De aquí que el resultado del análisis 

seminal clasifique a la muestra como apta o no, para su posterior uso dependiendo si servirá 

en la inseminación artificial ya sea en fresco, refrigerado o criopreservado (Fitzgerald y 

Morgan, 2007). El semen está compuesto de espermatozoides y plasma seminal, sustancias 

que son producidas por el epidídimo, conducto deferente y las glándulas accesorias en 

diferentes proporciones, siendo muy poca la contribución del epidídimo y el conducto 

deferente, en cuanto a la constitución y calidad seminal de los borregos (Mejía, 2017). 

1.2.2.3   Evaluación macroscópica. 

1.2.2.3.1   Color 

 El semen de carnero es normalmente blanco cremoso. Deben descartarse los 

eyaculados que presentan coloración blanco-rosácea, indica la presencia de sangre 

probablemente a causa de una lesión del pene al momento de la recolección. Cuando es gris, 

indica algún tipo de infección o contaminación en el aparato reproductor. La presencia de 

orina es un suceso frecuente cuando el semen se obtiene por electroeyaculación y le confiere 

un olor característico (Aisen, 2004).  

1.2.2.3.2   Volumen 

 El volumen promedio es de 1 mL dependiendo la raza, edad, estado general de macho 

y habilidad del recolector.  En general, para los trabajos de rutina se descartan aquellos 

eyaculados con un volumen menor de 0.4 ml. Puede medirse directamente en el tubo colector 

si esta graduado o bien con una pipeta calibrada. Si existiese espuma, esta se desestimará en 

la determinación del volumen. Si las muestras se recolectan 3 o más veces al día, o durante 

periodos extensos, dicho volumen disminuye (Aisen, 2004). 

1.2.2.3.3   Olor 

  El semen normal del carnero es inodoro (Barth et al., 2003). 



    
 

1.2.2.3.4   pH 

 El pH inicial del semen es ácido siendo de 6.85 y se hace alcalino en los individuos 

poco fecundos o estériles. Parece ser un indicador adecuado para estimar la proporción de 

plasma seminal y espermatozoides en el eyaculado y se altera su valor normal promedio de 

6.9 aumentando conforme se eleva la cantidad de plasma seminal. El método de recolección 

y algunos aspectos patológicos del epidídimo y vesículas seminales pueden aumentar el pH, 

alcanzando en el semen valores, hasta de 7.3 La medición con potenciómetro o papel 

indicador con rango de 6 a 9 no muestra diferencias significativas, se ha mencionado una alta 

correlación de tipo negativo con la fertilidad. Las eyaculaciones normales de un esperma 

altamente concentradas son más ácidas y el pH puede alcanzar hasta 5.9 (Hafez, 2000; Trejo, 

2001). 

1.2.2.4   Evaluación microscópica   

1.2.2.4.1   Motilidad 

 Es la capacidad de movimiento de la célula espermática. La motilidad espermática a 

pesar de ser indispensable para la fecundación, no pronostica de una forma precisa la 

capacidad fecundante del espermatozoide. Se han realizado numerosos esfuerzos para poner 

a punto métodos que determinen de una forma más precisa y objetiva el porcentaje de 

espermatozoides motiles en una muestra de semen.  

 Se puede evaluar subjetiva y objetivamente mediante sistemas computarizados de 

análisis, pero la más utilizada y a su vez la más simple, es la valoración visual de la motilidad 

en masa (MM) que refleja el movimiento de las células espermáticas en conjunto (Gallego et 

al., 2018).  

 Esta valoración requiere de una elevada concentración espermática para que las ondas 

y remolinos se hagan visibles, siendo empleada a nivel práctico en el análisis de semen de 

pequeños rumiantes (Aisen, 2004). La motilidad progresiva (MP) se obtiene mediante 

observación en microscopio óptico con 100 o 400 aumentos de una gota seminal colocada 

entre un porta y cubreobjetos. La valoración se realiza de forma subjetiva calculando el 

porcentaje de espermatozoides motiles, clasificando a los espermatozoides con movimiento 

progresivo y la calidad del movimiento (González et al., 2006). En el siguiente cuadro 1.1 se 



    
 

muestra la clasificación de la motilidad masal en el semen ovino y la relación con la motilidad 

individual. 

Cuadro 1.1 Relación de la motilidad masal y progresiva de los espermatozoides ovinos  

 

MM Descripción MP 

5 Movimiento masal con formación y desaparición de remolinos con 

ondas de movimiento muy rápidos y súbitos o intensos 
85 – 95% 

4 
Movimiento masivos en forma de oleaje con buen vigor y definidos, 

pero sin la formación de remolinos 
75 – 85% 

3 Movimientos masivos en forma de oleaje con buen vigor y definidos, 

pero sin la formación de remolinos. 
60 – 75% 

2 Movimiento más débil tipo oleaje, se observa movimiento de 

espermatozoides con vigor, pero el movimiento en masa es débil 
40 – 60% 

1 
El movimiento espermático es muy débil, apenas se aprecia un ligero 

movimiento u oscilante y una gran cantidad de espermatozoides están 

muertos 

15 – 40% 

0 
En el campo se aprecian pocos espermatozoides con vida o no se 

aprecia ninguno con movimiento 
0 – 15% 

Fuente: Tomado de Aké et al., (2017).  

1.2.2.4.2   Motilidad con sistema CASA 

 El uso cada vez más frecuente de sistemas de análisis computarizados, han hecho más 

prácticas las evaluaciones de la motilidad de los espermatozoides en las diferentes especies, 

sustituyendo en gran parte la evaluación subjetiva, que era la mayormente utilizada en las 

evaluaciones clásicas.  

 El sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), fue diseñado originalmente 

para la evaluación del espermatozoide de los mamíferos, lo que ayuda a proporcionar 

resultados claros y repetibles sí se tiene un especial cuidado al momento de interpretar los 



    
 

datos, pues estos pueden verse afectados por el propio sistema, al realizar ajustes al 

instrumento y por las condiciones en las que se registró la motilidad (Boryshpolets et al., 

2013). 

 Si bien, el principio básico de este sistema es la interpretación de imágenes, existen 

diferentes sistemas CASA en el mercado, y se encuentran integrados por varios equipos que 

lo ayudan en su funcionamiento tales como; un microscopio óptico de contraste de fases, una 

cámara de vídeo y una pantalla, en donde se realizan capturas seriadas de fotografías de los 

distintos campos selecciones en un tiempo no mayor a un segundo, el software se encarga de 

separar a los espermatozoides de las demás partículas existentes y luego analiza la trayectoria 

del movimiento de los espermatozoides de forma individual (Muiño, 2008). 

 Para realizar las lecturas, estos programas cuentan con unos parámetros que se 

encargan de leer el movimiento espermático, algunos de los más utilizados se pueden 

clasificar en dos partes, la primera es la que registra lecturas de la velocidad espermática y la 

segunda describe los parámetros de angularidad y oscilación de las cabezas. Donde la 

velocidad de los espermatozoides, es representada por la motilidad total o progresiva, está en 

función de la velocidad curvilínea (VCL) o la velocidad media (VAP), lo que clasifica a las 

células en estáticos, móviles progresivos, no progresivos y en los que poseen movimiento en 

rápidos, medios y lentos. Esta información es objetiva, precisa y repetible en cada muestra. 

A continuación, se enlistan los parámetros tomados de (Muiño, 2008), donde enlista los 

movimientos de los espermatozoides.  

 Parámetros de velocidad:  

 Velocidad curvilínea (VCL): Distancia del recorrido del espermatozoide a lo 

largo de su trayectoria real por unidad de tiempo. 

 Velocidad rectilínea (VSL): Distancia recorrida del espermatozoide entre el 

primer y último punto de su trayectoria por unidad de tiempo.  

 Velocidad media (VAP): Distancia recorrida del espermatozoide a lo largo de 

la trayectoria media. 

 Índice de linealidad (LIN): Es el porcentaje entre la velocidad rectilínea y la 

curva. LIN: (VSL/VCL) x 100. 



    
 

 Índice de rectitud (STR): Es la relación del porcentaje entre la velocidad 

rectilínea y la velocidad media. STR: (VSL/VAP) x 100. 

 Índice de oscilación (WOB): Es el porcentaje entre la velocidad media y la 

velocidad curvilínea. WOB: (VAP/VCL) x 100.  

 Parámetros de angularidad y oscilación de la cabeza: 

 Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH): Es el 

movimiento de efectúa la cabeza del espermatozoide en la trayectoria 

curvilínea de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.  

 Frecuencia de batido (BCF): Es la frecuencia con la que la trayectoria 

curvilínea atraviesa la trayectoria lineal o media en función del tiempo.  

 Para los rumiantes, la evaluación de la motilidad masal, puede evaluarse de forma 

subjetiva, por su alta concentración de espermática, esta acción puede llegar a sobrestimar el 

porcentaje de espermatozoides motiles, y no resulta como método confiable.   

1.2.2.5   Evaluación de vitalidad.      

1.2.2.5.1    Integridad de la membrana plasmática y acrosomal 

  La membrana plasmática es una estructura de las más afectadas por el proceso de 

congelación-descongelación, por ello, es indispensable evaluar su estado. Las técnicas de 

tinción son las más ampliamente utilizadas en la valoración de la membrana plasmática, tanto 

las convencionales, como las fluorescentes. Las tinciones convencionales se basan en el 

principio de que los espermatozoides con la membrana plasmática intacta (vivos) presentan 

mecanismos de permeabilidad selectiva que impiden la entrada del colorante, mientras que 

en aquellos donde existe ruptura o daño de la membrana, presentan permeabilidad y el 

colorante logra penetrar a la célula, por consecuencia teñirla. Algunos de los colorantes son: 

azul tripán, verde/eosina, eosina/azul de anilina o el amarillo de naftol/eritrosina, siendo el 

más utilizado la combinación de la eosina/nigrosina (Gómez, 2019).  

 Con la aparición de fluorocromos capaces de determinar con mayor objetividad el 

estado de integridad de la membrana, las tinciones clásicas se han desechado como técnica 

de elección para valorar este parámetro; así se han desarrollado una gran variedad de 

protocolos basados en la utilización de tinciones fluorescentes. Estas sustancias se clasifican 



    
 

en dos grupos principales en función de su mecanismo de acción. De manera que, las 

tinciones de membrana impermeable solo son capaces de atravesar las membranas 

plasmáticas dañadas o degeneradas, y por tanto permite identificar a las células muertas o en 

proceso de degeneración. Por otra parte, las tinciones de membrana permeable son capaces 

de atravesar membranas celulares intactas y por tanto permiten identificar la población de 

células viables (García, 2014). 

 La normalidad acrosómica se valora de diversas formas. Por ejemplo, Watson y 

Martin (1972) emplearon la microscopía de campo claro para el examen de muestras 

previamente teñidas con una solución de Giemsa al 6%.  Años más tarde (Tasseron et al., 

1977) realizaron esta determinación por medio del microscopio electrónico de transmisión. 

Mientras que Carbonero y Vázquez (1984) y (Pontbriand et al., 1989) utilizan una solución 

de glutaraldehido para fijar las muestras y evaluar, por medio de la microscopia de contraste 

de fase, el estado del borde apical del acrosomal. Por su parte (Garde et al., 1992) emplean 

el método descrito por Talbol y Chacón (1981) para espermatozoides humanos. 

1.2.2.5.2   Evaluación del ADN espermático 

 La transferencia del ADN de manera íntegra e intacta del espermatozoide al ovocito, 

es esencial para la concepción y el desarrollo embrionario, por ello en los últimos años se ha 

venido estudiando como causa probable esterilidad, pues su rotura, es causante de 

alteraciones en la fertilización. De aquí el interés en desarrollar técnicas que estudien el daño 

del ADN espermático, para introducirlas en la evaluación rutinaria de la calidad seminal 

(Morales et al., 2007). 

   Recordemos que la espermatogénesis es el proceso de proliferación y maduración 

de los gametos masculinos de espermatogonias diploides a espermatozoides haploides 

(Kretser et al., 1998), pero durante cualquier etapa de este proceso se puede producir daño 

espermático (Erenpreiss et al ., 2006), esta acción es un fenómeno multifactorial, del cual se 

conocen algunos factores que la ocasionan, hasta llegar a  provocando daño irreversible, 

como son: generación de radicales libres de oxígeno o estrés oxidativo (Zini et al., 2001; 

Aitken y Krausz., 2001). 

  Las especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS), se involucran en las 

acciones fisiológicas de los espermatozoides, como la capacitación espermática, reacción 



    
 

acrosomal, e hiperactivación de la motilidad (Aitken y Fisher, 1994; De Lamirande et al., 

1997). Diversos estudios prueban que niveles altos de ROS causan daño a los 

espermatozoides al disminuir su motilidad y viabilidad e inducir una capacitación 

espermática prematura, también aumentan la peroxidación de ácidos grasos insaturados de la 

membrana y por lo tanto afectar la integridad del ADN (Peris et al., 2007; Ruiz et al., 2007; 

Santiani., 2003; Aitken et al., 1998).     

 Algunos daños que puede haber en el ADN, son por motivos externos como las 

condiciones ambientales, tales como la contaminación, alimentación o temperatura testicular 

elevada, o bien por diversas patologías como criptorquidia, varicocele, procesos 

inflamatorios o infecciones del tracto genital, episodios febriles e incluso por estrés) (Morales 

et al., 2007). Otro motivo es el empaquetamiento anormal de la cromatina, por errores en la 

sustitución de histonas por protaminas (Manicardi et al., 1995; Sakkas et al., 1999), 

deficiencias en la recombinación (Agarwal y Allamaneni., 2004), apoptosis tras la salida de 

los espermatozoides a los túbulos. 

 Existen diversos métodos para el estudio de la fragmentación del ADN espermático, 

y estos se pueden dividir en dos., las que miden la susceptibilidad del ADN para ser 

desnaturalizados por diversos tratamientos y aquellos que marcan las roturas en la cadena de 

ADN, al incorporar moléculas marcadas con fluorocromos en los extremos de roturas. Uno 

de ellos es el Test de Naranja de Acridina (NA).  Este test sirve para evaluar la susceptibilidad 

del ADN a la desnaturalización, al ser un flourocromo metacromático que se utiliza en tinción 

natural o desnaturalizada. Se puede usar en conjunto con la tinción del bromuro de etidio o 

ioduro de propidio con el fin de analizar la viabilidad celular y descartar las células 

apoptóticas viables y necróticas según la coloración que tienen y su forma visible. Es 

utilizado para la evaluación de calidad espermática antes y después de la criopreservación 

tanto en bovinos, equinos, aves y cerdos. El test somete a las células a un agente 

desnaturalizante para después realizar una tinción con NA. El espectro de emisión (verde o 

naranja) del fluorocromo depende del estado de la hebra del ADN, donde, sí el colorante 

logra integrarse en la doble hélice intacta del ADN, se observa una fluorescencia color verde, 

pero cuando se encuentra desnaturalizado el ADN, la unión del fluorocromo con la hebra 

simple, genera una fluorescencia naranja (Álvarez et al., 2015). 



    
 

 1.2.2.5.3   Test de endósmosis celular 

 La prueba de permeabilidad de membrana (endósmosis ó Hipo-osmoticswelling test, 

HOST) está basada en las propiedades físicas y bioquímicas de la membrana plasmática. La 

inclusión de células espermáticas en una solución hipo osmótica provoca el paso del agua a 

través de la membrana desde el medio extracelular hacia el interior del espermatozoide hasta 

alcanzar su equilibrio osmótico (Eckert et al., 1989), observándose cambios morfológicos a 

nivel de la cola. Si la membrana se encuentra dañada, o se ha vuelto altamente permeable, no 

se observan dichos cambios.  

 Los espermatozoides de mamíferos bajo condiciones hipoosmóticas se “hinchan” 

debido al influjo de agua extracelular que origina la expansión de las membranas (Drevius y 

Eriksson, 1966), por lo tanto, sometiendo a los espermatozoides a estos medios se puede 

evaluar la integridad funcional de la membrana plasmática, ya que aquellos espermatozoides 

que aparecen con el flagelo hinchado y plegado helicoidalmente sobre la porción intermedia 

son los que mantienen su membrana plasmática funcional y permite el paso de agua al 

interior, para establecer el equilibrio osmótico entre los espacios intra y extracelular 

(Jeyendran et al., 1984). El hinchamiento se evidencia más fácilmente en el flagelo 

espermático por ser en esta porción la membrana plasmática más flexible y estar más 

separada de las estructuras inferiores que en la cabeza (Vázquez et al., 2011).  

 El test de endósmosis se ha aplicado para el control de la calidad seminal en varias 

especies animales, entre ellas la ovina, porcina y bovina (Vázquez, 1980; Watson y Duncan, 

1988; Anel, 1990). Las presiones osmóticas de los medios empleados para realizar esta 

prueba en la especie ovina oscilan entre las más bajas de 75 y 150 mOsm/ Kg (Vázquez, 

1980), hasta las más altas de 375 a 400 mOsm/ Kg (Soylu et al., 2007). La observación de 

las variaciones de volumen en la célula espermática se realiza a través de microscopia de 

contraste de fases, previa fijación de la muestra. La presión osmótica del medio utilizado y 

el tiempo requerido son característicos de cada especie (Gafo, 1992; Cortés et al., 1993; 

Donoghue et al., 1996). 

1.2.3 Congelación de semen ovino  

 La primera referencia sobre la criopreservación del semen se debe a Spallanzani en 

(1776), él observó que los espermatozoides de hombre, caballo y rana llegaban a una 



    
 

inactividad total tras ser enfriados en nieve durante un tiempo superior a 30 minutos, 

recuperando posteriormente su actividad al ser calentados. Por lo tanto, se conoce desde hace 

mucho tiempo que el hecho de reducir la temperatura implica una disminución de la actividad 

metabólica de los gametos, prolongándose con ello la vida media de los mismos. Durante los 

últimos 50 años, se ha ido desarrollando y perfeccionando técnicas de preservación con el fin 

de conseguir animales con un mejor material genético. (Grötter et al., 2019). 

 La criopreservación tiene como objetivo mantener la funcionalidad y vitalidad de las 

células a bajas temperaturas, en este caso el de las células espermáticas con ello, disminuir 

sus funciones vitales y mantenerlas en condiciones de vida suspendida, por periodos largos 

de tiempo. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que éste proceso puede ocasionar problemas 

serios, al inducir a variaciones extremas las propiedades térmicas, químicas y eléctricas, lo 

que altera las membranas celulares, organelos y la interacción célula-célula inherente en las 

células y tejidos a criopreservar (Woods et al., 2004; Essawe et al., 2018). 

 La disminución de la temperatura produce daño drástico en algunos espermatozoides 

conocido también como shock térmico, y provoca alteraciones en la membrana plasmática, 

acrosomal y mitocondrial, inclusive puede llegar a provocar una reacción acrosómica 

prematura, acortando la vida del espermatozoide, y reducir su fertilidad (Watson, 1995). La 

criopreservación ocasiona daño celular debido al estrés osmótico y toxico por las 

concentraciones molares de los agentes crioprotectores, así como daño mecánico debido a la 

formación y disolución de cristales de hielo. Es así que algunos componentes, como son los 

fosfolípidos y los ácidos grasos de la membrana espermática, son importantes en el grado de 

susceptibilidad de los espermatozoides al proceso de criopreservación. (Salamon y Maxwell, 

2000). 

 En la actualidad, se reportan bajos porcentajes de gestación asociados al use de semen 

de ovino congelado, esto se le atribuye al daño del acrosoma en las células espermáticas 

congelas, lo que ocasiona múltiples cambios en la estructura y función de los 

espermatozoides similar al que ocurre en el tracto reproductor de la hembra durante la 

capacitación espermática, lo que se ve reflejado en una baja capacidad de fertilización 

(Agredo, 2015). Esta respuesta de los espermatozoides de ovino a los procesos de 

congelación-descongelación puede variar entre individuos dentro de la misma especie y 

estación del año, lo que parece ser debido a diferencias en la composición de las membranas, 



    
 

lo cual determina requerimientos específicos entre especies en la composición de los 

diluyentes (Salamon y Maxwell, 2000). 

 La conservación del material seminal de ovino en nitrógeno líquido bajo temperaturas 

de -196°C, reduce la capacidad de fertilización. Los parámetros de calidad seminal se afectan 

por la osmolaridad del diluyente, la naturaleza y concentración del agente crioprotector así 

como los ritmos de congelación y descongelación (Owen et al., 1994). Las características de 

las células espermáticas en cada especie son diferentes, por lo que debe establecerse un 

protocolo de criopreservación en función a las características biológicas de las mismas. Un 

protocolo implica la exposición y el equilibrio del material biológico a agentes 

crioprotectores, el enfriamiento y almacenamiento a temperaturas bajo cero, el 

descongelamiento y evaluaciones con ensayos funcionales, tanto in vitro como in vivo, que 

permitan determinar la viabilidad y capacidad fecundante de las células espermáticas después 

de haber sido sometidas al proceso de criopreservación (Agredo, 2015). 

1.2.3.1 Diluyentes  

 Los diluyentes son compuestos químicos, o conjunto de sustancias que preservan la 

viabilidad y fertilidad del semen., dentro de los cuales encontramos: soluciones fisiológicas, 

glucosa, sulfatos, lecitinas y peptonas que también pueden proteger la membrana lipídica del 

espermatozoide (Cavestany, 1994). El empleo de diluyoconservadores permite prolongar la 

viabilidad de la célula espermática, rentabilizar los eyaculados obtenidos y conservar las 

dosis por un período amplio de tiempo. Diversas soluciones preparadas a base de leche 

desnatada, se han empleado como diluyentes para la congelación del semen, mostrando 

resultados de viabilidad muy satisfactorios en la descongelación (Colas, 1975). 

Recientemente, se han utilizado diluyentes sintéticos, los cuales contienen junto a pequeñas 

proporciones de leche o yema de huevo, azúcares y electrolitos, actúan como fuentes 

energéticas una vez que el espermatozoide recupera su vitalidad. (Salamon y Visser, 1972; 

Graham et al, 1987) Estos diluyentes aportan un grado de protección, durante los procesos 

de congelación-descongelación.  

 Phillips (1939), fue el primero en informar que la inclusión de yema de huevo en el 

diluyente, prolonga la viabilidad del semen de toro conservado a +10°C. Posteriormente, 

Jones y Martin (1973), comprobaron el mismo efecto de la yema de huevo sobre la 



    
 

conservación del semen de ovinos, a partir de ello, este compuesto se ha convertido en un 

constituyente común de los diluyentes seminales de la mayoría de las especies mamíferas 

(Graham et al., 1987). 

 Los diluyentes seminales deben cumplir unos requisitos para proteger a la célula, 

entre ellos está, pH cercano a la neutralidad, capacidad tampón, osmolaridad y fuerza iónica. 

Además, han de contener una fuente de energía para el espermatozoide, pues no deben 

deteriorarse durante el almacenamiento previo a su uso y sobre todo deben proporcionar a la 

célula espermática protección frente a los efectos de la bajada de temperatura, refrigeración, 

congelación y descongelación (Mann, 1964; Graham, 1987; Watson, 1995). 

1.2.3.1.1 Fuentes de energía  

 La energía necesaria para los espermatozoides, es adquirida a través del suministro 

de monosacáridos en las rutas metabólicas de la glucólisis y el ciclo de Krebs (Rigau et al., 

2002). Los azúcares aportan la energía necesaria para que el espermatozoide desarrolle sus 

procesos metabólicos (Evans y Maxwell, 1989). 

 Diversos estudios que indican que los espermatozoides únicamente pueden glicosilar 

la glucosa, fructosa y manosa (Mann, 1964); mientras que por vía oxidativa emplean también 

la arabinosa (White et al., 1954). Además, los azúcares actúan como sustancias 

crioprotectoras contribuyendo a mantener el equilibrio osmótico (Meryman, 1971). La 

adición de azúcares a los diluyentes para la congelación de semen tiene un efecto beneficioso 

sobre la vitalidad e integridad acrosómica de la célula espermática (Martin-Rillo et al., 1980). 

En este sentido, son los azúcares de elevado peso molecular (di y trisacáridos) son los que 

mayor protección aportan al situarse recubriendo la membrana plasmática y disminuyendo 

los efectos lesivos de la concentración de solutos (Unal et al., 1978). 

1.2.3.1.2   Amortiguadores de pH  

  La adición de buffers a los diluyentes, es con el fin de neutralizar los desechos 

resultantes del metabolismo de las células, en especial el ácido láctico (Sorensen, 1982). 

 En un principio, el más utilizado fue el fosfato de sodio, pero con el paso del tiempo, 

fue sustituido por el citrato de sodio, (Sathe y Shipley., 2015) demostraron que mejora la 

supervivencia de los espermatozoides.  Sustancias no iónicas, se encuentran en el medio para 



    
 

mantener la osmolalidad y pH, algunas son además del citrato de sodio (dihidrato), TRIS,  

TES, TEST, (TRIS + TES), glutamato monosódico, entre otros buffers combinados con 

soluciones salinas o azucares, asi como preparados a base de lechen ayudan a mejorar la 

motilidad espermática y aumentan la integridad funcional de la membrana plasmática (Yañiz 

et al., 2011).  

1.2.3.1.3    Protección contra shock térmico 

 Durante el proceso de congelación-descongelación, se han empleado diversos 

diluyentes a base de yema de huevo y leche, esto con el fin de brindar a los espermatozoides 

de protección contra el choque térmico durante el enfriamiento (Foulkes et al., 1980). Al ser 

sometidos a bajas temperaturas como los 5°C, se afecta directamente a le membrana 

plasmática, ocasionando la pérdida de enzima intracelulares lipoproteínas, potasio, ATP así 

como otros materiales de la célula, estas pérdidas se ven reflejadas en motilidad baja y 

presencia de colas doblas. 

 Sí los espermatozoides se enfrían de manera progresiva lentamente, el daño es menor, 

puesto que la célula logra adaptarse a las modificaciones que ocurren simultáneamente tanto 

al interior como en su exterior. El medio efectivo para proteger a los espermatozoides contra 

el choque térmico es la lecitina, proteínas, lipoproteínas y compuestos similares que se 

encuentran en la leche y la yema de huevo. Se ha tenido evidencia sobre diluyentes que 

poseen concentraciones de aproximadamente el 20% de yema de huevo y se encuentra 

conformado con una lipoproteína de baja intensidad (LDL) (Amirat et al., 2004).  

 Algunos diluyentes a base de huevo, expresaron efectos negativos como 

contaminación bacteriana xenobiótica, variabilidad en su composición (Aires et al., 2003), 

así como presencia de vacuolas entre otras partículas visibles al momento de la evaluación 

(Singh et al., 2013). Es por ello que con el paso del tiempo se ha intentado sustituir el uso de 

la yema de huevo con otras sustancias naturales que ayuden a prevenir los daños en la 

membrana plasmática durante la congelación (Layek et al., 2016).   

1.2.3.1.4   Antibióticos 

 La contaminación por bacterias influye de manera negativa en la calidad espermática, 

pues las baterías compiten con los espermatozoides por los nutrientes que existen en los 



    
 

diluyentes, los cuales proporcionan el medio ambiente adecuado para su proliferación. Estos 

microorganismos pueden ser transferidos a las hembras a través de la inseminación artificial 

y provocar enfermedades en el tracto reproductivo.  La adición de antibióticos a los medios 

de crio protección, es con el fin de controlar la contaminación e inhibir la producción de 

bacterias, que pueden surgir durante la recolección y procesamiento del semen (Gloria et al., 

2014).    

 La inclusión de antibióticos tales como penicilina y estreptomicina juntas en 

equivalencias de 1000 UI y 1000 μ g respectivamente, es una práctica cada vez más común 

para la conservación del semen, sin embargo, en el año (2010), Yániz et al., estudiaron que 

existe una resistencia bacteriana a dicha combinación empleada en la criopreservación.  Por 

ello en los últimos años se ha tratado de aplicar combinaciones nuevas de antibióticos que 

sean eficientes durante la criopreservación como lo es ceftiofur/tilosina y ofloxacina (Gloria 

et al., 2014).   

 1.2.3.2   Diluyentes comerciales  

 Hoy en día muchas de las compañías a nivel mundial que prestan el servicio de 

inseminación artificial, elaboran sus propios diluyentes ajustados a sus requerimientos. A 

medida que se avanza en el estudio y formulación de los mismo, estos pueden ser adquiridos 

en el mercado., así que nos podemos encontrar con diluyentes que presentan doble propósito, 

sirviendo tanto para utilizar de forma líquida como para congelar semen.  

 Para el proceso de criopreservación del material seminal, los diluyentes cuentan con 

componentes básicos como: agua, que actúa como solvente de los componentes seminales y 

del diluyente, sustancias iónicas y no iónicas, para mantener la osmolaridad y tamponar el 

pH del medio (por lo general el citrato de sodio, Tris amino metano o glutamato 

monosódico)., así como sustancias orgánicas con capacidad de impedir el shock frio (como 

la yema de huevo o la leche); también agentes crioprotectores, como glicerina o DMSO 

(dimetil-sulfóxido); igual azucares simples como fuente de energía (di y tri-sacaridos) como 

crioprotectores adicionados., también aditivos como enzimas que puedan mejorar la 

fertilidad y antibióticos para controlar el crecimiento microbiano (Curbelo y Rodríguez, 

2013).  

 Algunos de los que podemos encontrar comúnmente en el mercado son: 



    
 

 Optidyl: Elaborado por Cryo Vet S.A.S. Es un concentrado para diluyente con 

fórmula tris, yema de huevo ionizada, glicerol, antibiótico (penicilina, estreptomicina, 

espectinomicina, lincomicina).  (Garcia, L, 2016). 

 Triladyl y Biladyl: distribuidos por la marca Minitub Tiefembach, Germany. 

Formula basada en TRIS, ácido cítrico, azúcar, tampones, glicerina, agua purísima y 

antibióticos de acuerdo a la Directiva 88/407 de la UE (Tilosina, Gentamicina, 

Espectinomicina, Lincomicina) solo en el caso del Biladyl. (Minutube, 2018). 

 AndroMed: También distribuido por la marca Minitub Tiefembach, Germany. 

Contiene fosfolípidos, TRIS, ácido cítrico, azúcares, antioxidantes, tampones, 

glicerina, agua de altísima pureza y antibióticos, de acuerdo a la Directiva de la UE 

88/407 (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina). (Minutube, 2018). 

 OviPlus:  Distribuido por la marca Minitub Tiefembach, Germany. Diluyente para 

semen fresco, 24 ml, adecuado para semen de pequeños rumiantes. Necesita yema de 

huevo. (Minutube, 2018).  

 Biociphos plus: Distribuido por IMV, L’Aigle, France, Medio de dilución de un solo 

paso, contiene extracto de soya en sustitución de la yema de huevo. 

 Laciphos: Suministrada por IMV, L’Aigle, France, Este medio es de leche 

descremada en polvo, por lo que necesita la adición de agua. Tanto este como el 

anterior se le adicionan ATB.  

 Tris concéntrate: Gibco, Holland Genetics. Es un medio común a base de Tris pero 

5 veces más concentrado. Es el diluyente más común para la congelación de semen. 

El diluyente Tris también ha sido usado como diluyente líquido.  

 Caprogen concentrado: Creado para almacenamiento a temperatura ambiente (18 a 

24°C). Suministrado por Livestock Improvement, New Zealand. Permite el 

almacenamiento de semen líquido hasta por 4 días sin afectar su fertilidad 

(Vishwanath y Shannon, 2000).  

 Optixcell: De IMV Technologies, es un diluyente basado en liposomas sintetizados, 

libre de proteína animal, lo que permite una preparación y conservación eficaz, 

conservando una alta calidad en las dosis ya sea en fresco o congelado. Optixcell es 

un medio sin partículas, que hace más eficaz la evaluación en sistemas CASA, mejora 

la vida de los eyaculados y es tolerante a los cambios de temperatura. Es un diluyente 

muy fácil de preparar, ya que solo se le debe de agregar agua destilada.  



    
 

1.2.3.3   Crioprotectores 

 Al material seminal se le adiciona un crioprotector para proteger a los espematozoides 

durante el proceso de congelación y descongelación (Squires et al., 1999). Estas sustancias 

son de gran importancia para evitar la formación de partículas de hielo intracelular, así se 

reduce el estrés osmótico mediante la sustitución de agua necesaria para mantener el volumen 

celular, también sirve de tampón para ajustar los cambios de pH (Medeiros et al., 2002). El 

pH óptimo para el esperma se encuentra cercano a la neutralidad, por lo tanto, la mayoría de 

los diluyentes están tamponados a pH entre 6.9 y 7.1 (Oliverira, 2003).  

 Existen dos clases de crioprotectores, intra y extracelulares. Los intracelulares 

conocidos como permeables, reducen el grado crioscópico intracelular, es decir, que la mayor 

cantidad de agua ha de permanecer en estado líquido cuando se somete a bajas temperaturas, 

reduciendo la concentración intracelular de solutos y proporcionando de esta manera una 

mínima afectación a las células espermáticas durante la congelación (Watson, 1995). Dentro 

de esta clase de crioprotectores los más utilizados son: el glicerol, sulfóxido de dimetilo, 

estilenglicol, propilenglicol y sus combinaciones. Los usados con mayor frecuencia son el 

gricerol, el cual se adiciona de forma fraccionada o no a una temperatura de 37°C o 5°C 

(Leboeuf et al., 2000).  

  Los crioprotectores extracelulares son sustancias de alto peso molecular, efectivas a 

velocidades altas de congelación., su importancia radica en la acción crioprotectora que 

ejercen, promoviendo la rápida deshidratación celular. Dentro de esta clase de crioprotectores 

los más utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. Estos compuestos 

generalmente son polímeros que forman puentes de hidrogeno con el agua, reduciendo la 

actividad del agua a una magnitud mucho mayor que la que se predeciría por su concentración 

molar. Algunas sustancias, tales como lípidos, proteínas y macromoléculas, son eficientes en 

la protección de la célula espermática durante el proceso de congelación, sin la necesidad de 

penetrar en su interior. Estas sustancias se pueden encontrar en la yema de huevo, leche, 

algunos azucares y albúmina sérica bovina (Watson, 1995).  

1.2.3.4   Estrés Oxidativo 

 Es el proceso donde se produce un desequilibro en la producción de radicales libres 

y la capacidad antioxidante del organismo (Sharma y Agarwal., 1996). Sí bien el oxígeno, es 



    
 

esencial para la producción de energía, en las células espermáticas es dañino por la 

producción de ROS, cuando los espermatozoides son expuestos a condiciones in vitro, 

durante las técnicas de reproducción asistida (Córdova et al., 2017).  

 El estrés oxidativo, ocasiona daños en la funcionalidad del espermatozoide, al 

aumentar la peroxidación lipídica por el exceso de ROS (Tuncer et al., 2010).  El plasma 

defiende a los espermatozoides del estrés oxidativo de manera natural, pero las altas 

diluciones utilizadas en las tecnologías de reproducción, ocasionan la perdida de las defensas 

y esto es más evidente cuando los eyaculados son almacenados en nitrógeno líquido, lo que 

desencadena la peroxidación de lípidos de la membrana (Córdova et al., 2017) 

 Los principales objetivos del estrés oxidativo en las células son las macromoléculas 

como los lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y carbohidratos, por lo tanto, las características 

que se ven afectadas, son la motilidad, actividad endógena de antioxidantes enzimáticos, 

integridad de la membrana plasmática y en consecuencia existe infertilidad (Sariözkan et al., 

2009). El aumente del estrés oxidativo (EO) produce daños en el ADN espermático, 

transcripción de RNA y telómeros, ocasionando infertilidad, mortalidad embrionaria y/o la 

perdida de la gestación (Bisht et al., 2017).   

1.2.3.4.1   Radicales libres 

  El termino radical libre es por ser un intermediario químico, pues en su estructura 

presenta uno o más electrones desapareados, por ello son considerados altamente reactivos y 

también participan en reacciones químicas de la mayoría de los componentes de las células 

(Aprioku., 2013; Sharma y Agarwal., 1996; Henkel., 2011). Los principales radicales libres 

se clasifican en: especies reactivas de nitrógeno (NOS) y especies reactivas del oxígeno 

(ROS), siendo estas últimas las de mayor abundancia e importancia (Chihuailaf et al., 2002; 

Agarwal et al., 2005).  

 Entre los ROS comunes, se encuentran el anión superóxido (O2), radical hidroxilo 

(OH), peroxilo (RO2), alcoxilo (RO) e hidroperoxilo (HO2) (Michel et al., 2008). La 

producción fisiológica de ROS sucede durante el metabolismo del oxígeno, en la cadena 

transportadora de electrones en la mitocondria, al incrementar la demanda de ATP (Lavranos 

et al., 2012). En los espermatozoides, la producción de ROS es a través del proceso oxidasa, 

en la membrana plasmática mediante el sistema NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido 



    
 

fosfato), oxido-reductasa a nivel mitocondrial NAD (nicotinamida adenina dinucleotido-

dependiente en donde se incrementa la producción de ROS y L-aminoácido oxidasas 

citosólicas (Aitken., 2017; Agarwal et al., 2014).   

 Los ROS en el semen es por dos fuentes; de espermatozoides inmaduros y leucocitos 

(macrófagos y neutrófilos), de origen endógeno. Es así qué, en las técnicas de reproducción, 

se generan ROS de tipo exógeno, resultando en estrés oxidativo (Agarwal y Majzoub., 2017).  

1.2.3.5   Antioxidantes 

 Un antioxidante es capaz de prevenir, retardar y frenar, como bien lo menciona, la 

oxidación de un sustrato o molécula diana, la acción del antioxidante es minimizar la 

formación de los radicales libre a través de diferentes mecanismos como la recolección de 

especies que inician la peroxidación, la quelación de iones metálicos inofensivos, al no 

generar ROS, la desaparición de O2 previniendo la formación de peróxido, interrupción de la 

reacción en cadena autoxidativa y la disminución de concentraciones de O2 focalizadas 

(Halliwel y Gutteride., 2015; Asimi et al., 2013).  

 Los espermatozoides contienen un sistema antioxidante formado por enzimas, que les 

sirven como mecanismo de defensa ante la peroxidación lipídica. Dichas enzimas son: 

glutatión reducido (GSH), glutatión peroxidasa (GSH-PX), catalasa (CAT) y superóxido 

dismutasa (SOD) (Bucak et al., 2010).  

 En los últimos años, se ha estudiado con mayor frecuencia la suplementación de 

antioxidantes a los diluyentes antes de la congelación, pues se ha demostrado que son 

fundamentales para prevenir los efectos de las especies reactivas de oxígeno (ROS) en los 

procesos de criopreservación, de la especie ovina (Torres et al., 2019).  

 Los espermatozoides ovinos, poseen una mayor sensibilidad en la membrana lipídica 

en comparación con otras especies, por eso la adición de los antioxidantes al semen ovino, 

extiende el periodo de almacenamiento, aumentando la motilidad, también reduce la 

degradación celular, mejora la integridad de la membrana acrosomal e incrementa la 

viabilidad y habilidad de fertilización in vitro (Maia et al., 2010).  



    
 

1.2.4 Fucoxantina 

 La fucoxantina, es un carotenoide presente en algas pardas, posee una estructura 

molecular única, con enlace alénico, un 5,6-monoepóxido, 9 enlaces dobles conjugados y 

algunos grupos funcionales oxigénicos como los grupos hidroxilo, epoxi, carbonilo y 

carboxilo (Aman et al., 2005; Henry et al., 1998). El inusual enlace alénico no se encontró 

en otros carotenoides de algas marinas marrones.  Su estructura es muy similar a la de la 

neoxantina, dinoxantina y peridinina. Su estructura única y quiralidad son inestables. Dicha 

inestabilidad y el enlace alénico, ha contribuido a presentar una alta actividad como 

antioxidante. Aunque, también tiene propiedades antiobesidad, antidiabetes, 

antiinflamatorias, anticancerígenas y hepatoprotectora, de igual manera se le atribuyen 

efectos protectores cardio y cerebros vasculares (Woo et al., 2010; Ikeda et al., 2003).  

 Diversos estudios que proporcionan la información necesaria sobre sus propiedades, 

al ser una sustancia que puede afectarse por el calentamiento, la exposición al aire y la luz 

(Achir et al., 2010; Zhao et al., 2019). Por lo que es recomendable evitar su exposición a 

estos elementos en la medida de lo posible durante el proceso de extracción, purificación, 

almacenamiento, así como en su utilización.  

 Zhao et al., (2013) a través de un análisis espectrofotométrico de la fucoxantina en 

aceite de canola, demostrando que, el calentamiento ocasiona la degradación del carotenoide, 

al experimentar con temperaturas que oscilaron 25 y 100°C, esto en ausencia de luz y aire. 

Pero que se promueve la degradación oxidativa de la fucoxantina al estar a 25°C en 

exposición aérea, y luminosa.  

 Cinco años más tarde Zhao et al (2019), miden los efectos sobre la estabilidad de la 

fucoxantina analizando la cinética y termodinámica en su degradación, al exponerla a 

temperaturas entre 25 o 60°C, luz de hasta 2000 lx y un pH oscilante de 1.2 a 7.4. Registrando 

que, con aire a 25°C, pH de 1.2 y en ausencia de luz, ocurre una degradación significativa, 

pero cuando se aumenta el pH a 7.4 se retrasa la degeneración. La propiedad con mayor 

influencia en la estabilidad es el pH, después la temperatura y la intensidad de exposición a 

la luz.  

 El uso de la fucoxantina como antioxidante, es gracias a su estructura única, al incluir 

un enlace alénico, grupo epóxico y un hidroxilo (Sangeetha et al., 2009). Algunos 



    
 

experimentos realizados con este carotenoide, demuestran que posee una efectiva capacidad 

de eliminación de radicales libre (Nomura et al., 1997; Kawee-ia et al., 2013).  

 Ha et al (2013) determinaron el efecto antioxidante de la fucoxantina en vivo, al 

evaluar a ratas alimentadas por 4 semanas, con una dieta normal en grasas (NF), dieta alta en 

grasas (HF) y una dieta alta en grasas con fucoxantina al 0.2% (HF + Fxn), evaluando 

marcadores de estrés oxidativo y capacidad antioxidante como la peroxidación de lípidos, la 

capacidad antioxidante total en plasma (TAC)  y las actividades de las enzimas (catalasa, 

superóxido dismutasa (SOD) y glutación peroxidasa (GAH-Px)), la suplementación de 

fucoxantina mejora la capacidad antioxidante, obteniedo resultados favorables en el grupo 

que HF+Fxn, en comparación con el resto, al verse una reducción del riesgo de estrés 

oxidativo. 

1.3 HIPÓTESIS  

 La adición del antioxidante fucoxantina en el diluyente de congelación, mejora la 

calidad de los espermatozoides descongelados de ovino. 

1.4 OBJETIVOS  

1.4.1 Objetivo general 

 Evaluar el efecto del antioxidante fucoxantina en el diluyente sobre la congelación 

del semen ovino.   

1.4.2 Objetivos específicos  

 Evaluar los parámetros de motilidad espermática con el sistema computarizado 

CASA. 

 Analizar la viabilidad, estado acrosomal, actividad mitocondrial, fragmentación del 

ADN e integridad de la membrana plasmática de la cola de los espermatozoides a la 

descongelación. 

 Evaluar la calidad del semen descongelado e incubado durante 6 horas.  

 

  



    
 

1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

1.5.1   Área de estudio  

 El trabajo se realizará en la unidad de producción ovina y el laboratorio de 

biotecnologías del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias 

(INIFAP), Centro de Investigación Regional Sureste (CIRSE) campo experimental Mocochá, 

ubicado en el kilómetro 25 de la antigua carretera Mérida-Motul, en el municipio del mismo 

nombre. Mocochá Se localiza entre los paralelos 21° 05" y 21° 10"de latitud norte y los 

meridianos 89° 27" y 89° 30" de longitud oeste. Colinda al norte con Ixil, al sur 

con Conkal y Yaxkukul, al este con Baca, al oeste con Chicxulub Pueblo y Conkal. 

1.5.2   Animales estudiados  

 Se seleccionarán a 2 machos reproductores ovinos de la raza Blackbelly, que tendrán 

edades entre 1 a 2 años y medio de edad, alimentados con forrajes nativos, previamente 

desparasitados y vacunados.   

1.5.3   Obtención de eyaculados 

 Con la técnica de vagina artificial, se realizará la colecta de 2 veces por semana. 

Colectando solo la fracción rica en espermatozoides. El recolector, constará de un tubo rígido 

de goma con medida de aproximadamente 20 cm, en su interior un látex con extremos 

enrollados, sujetados con bandas de goma, un cono de colección (embudo de látex) y un tubo 

de propileno graduado de 12 ml. Por dentro se le añadirá agua caliente a una temperatura de 

60 a 70 °C y se ejercerá una presión de aire. Una vez obtenido el eyaculado, se protegerá 

evitando que los rayos de luz le den directamente, mientras se traslada al laboratorio, 

colocándolo en un termo con agua caliente temperatura de 37°.   

1.5.4   Evaluación del semen fresco 

A cada eyaculado se realizará la evaluación de concentración espermática, movilidad, 

vitalidad, morfología e integridad de la membrana plasmática. A la llegada de la muestra, se 

depositarán en el baño María previamente preparado a 37°C, donde también estarán 

colocados los tubos eppendorf de 1.5 ml donde se realizará la dilución de los diferentes 

tratamientos con el antioxidante, así como el diluyente para su posterior congelación.  

http://www.yucatan.gob.mx/estado/ver_municipio.php?id=39
http://www.yucatan.gob.mx/estado/ver_municipio.php?id=13
http://www.yucatan.gob.mx/estado/ver_municipio.php?id=105
http://www.yucatan.gob.mx/estado/ver_municipio.php?id=4
http://www.yucatan.gob.mx/estado/ver_municipio.php?id=20
http://www.yucatan.gob.mx/estado/ver_municipio.php?id=13


    
 

Se comenzará la evaluación, realizando una evaluación macroscópica (Volumen, 

color, olor) y posterior en el microscopio, con el fin de hacer más precisas las lecturas, usando 

el sistema CASA, se evaluará concentración y el tipo de movilidad. 

1.5.4.1   Análisis macroscópico 

1.5.4.1.1   Volumen 

Puede ser observado a través de los tubos colectores graduados, esperando eyaculados 

con volúmenes entre 1 a 1.5 ml por animal 

1.5.4.1.2   Color 

En cuanto al color, es posible que aparezcan colores, como el blanco, blanco lechoso, 

opalescente, y amarillento en algunos casos.  

  1.5.4.1.3   Olor 

El olor debe ser característico a los del semen de la especie.  

1.5.4.2   Análisis microscópico 

1.5.4.2.1   Evaluación de motilidad con CASA 

El movimiento masivo debe ser característico por la formación de olas espermáticas 

(remolinos). De aquí se estimará el porcentaje de espermatozoides vivos, clasificándolos en 

escala del 1 al 5, donde 1 es cuando no presente ondas y 5 cuando el movimiento sea rápido 

y forme remolinos.  Para poder realizar esta parte de la evaluación, se tomará una gota de 5 

µl del semen puro y se colocará el módulo de motilidad del Computer Assisted Sperm 

Analysis (CASA), para ser observados con el microscopio de contraste de fases y otorgar a 

los movimientos una calificación. Se observa con aumento 10X, observando un mínimo de 

200 espermatozoides, como mínimo de observación serán tres campos con distribución 

homogénea por cada muestra.  

1.5.4.2.2   Evaluación de concentración con BURKER 

 Para evaluar la concentración, se colocará 5 µl de semen puro en 995 µl de solución 

de agua destilada, se homogeniza invirtiendo el tubo varias veces. Una vez homogeneizado, 



    
 

se tomará aproximadamente 9 µl con micropipetas y se cargará la Cámara de BURKER por 

capilaridad, dejando sedimentar la muestra por 5 minutos para luego proceder al conteo.  

1.5.5   Proceso de congelación  

El proceso de enfriamiento consistirá en el descenso gradual de temperatura del 

semen diluido de una temperatura de 37 ºC a 5 ºC. Esto colocando las diferentes pajillas del 

semen diluido (4 por tratamiento), junto con un recipiente que contendrá agua a 37 ºC, dentro 

de un refrigerador temperatura de 5 ºC, con el fin de equilibrar la muestra durante 4 h. Para 

ello se realizará un pool con los eyaculados obtenidos del día, al cual, se le realizará 

evaluaciones de concentración con cámara de Burker, para obtener los cálculos de la 

concentración total de los espermatozoides y de esta manera, proceder a agregar la cantidad 

correcta al diluyente. En el baño maría, se depositarán en 5 tubos eppendorf para realizar la 

mezcla con el antioxidante, y luego, iniciar con la estabilización y posterior congelación.   

1.5.5.1   Preparación del diluyente 

  Se preparará una solución stock total de 9 ml de Optixcell, en un tubo de propileno 

graduado, dilución (1:2) con agua destilada, colocando 3 ml de diluyente, para posterior 

agregar 6 ml de agua destilada, dejando incubar en el baño maría a una temperatura de 37°C 

hasta su uso.  

1.5.5.2   Preparación y adición de antioxidante 

 Se preparará una solución stock de fucoxantina con etanol al 1%, concentración de 

54 mM. Se tendrán 5 tubos eppendorf (1.5 ml) a los cuales se les agregará 1300 μl de semen 

diluido. Posterior se les agregarán una solución final de 0, 25, 50, 100 y 200 mM de 

fucoxantina. 

 Una vez realizada la última dilución, se dejará estabilizar por un lapso de 10 minutos 

y se hará una lectura más de la motilidad, para ver si el etanol afecta la calidad del semen, 

luego se procederá al empajuelado de forma manual.  

1.5.5.3   Empajuelado, estabilización y almacenamiento  

 Para el empajillado, se hará uso del kit de llenado manual del semen. Se colocarán 

con anterioridad 20 pajuelas marcadas de 0.25 ml (4 por tratamiento), sobre la placa térmica 



    
 

a una temperatura de 37°C. Una vez terminada la última visualización de la motilidad de los 

espermatozoides después de la dilución y adición del antioxidante, se procederá a llenar los 

20 pajillas para después sellarlas y luego ser colocadas en el refrigerados a 5°C junto con un 

vaso de precipitado, para lograr un cuerva de congelación, y su estabilización en un tiempo 

de 4 horas, posterior, se someterán a vapores de nitrógeno en una nevera a una altura de 5 cm 

durante 10 minutos y a continuación, se colocaran en el tanque para su almacenamiento, hasta 

su descongelación.   

1.5.6 Evaluación Post descongelación 

 Se procederá a la descongelación de las pajuelas, colocándolas en agua atemperada a 

37°C por 30 segundos aproximadamente. Posterior se colocará todo su contenido en un tubo 

a temperado dentro del baño maría para proceder a realizar la evaluación rutinaria (Motilidad, 

vitalidad, morfología, concentración, etc).   

1.5.6.1   Pruebas de integridad y funcionalidad de las membranas 

1.5.6.1.1   Evaluación de viabilidad e integridad de membranas plasmáticas 

 Se hará uso de las técnicas de fluorescencia de triple tinción, con el fin de realizar 

evaluación de viabilidad, estado del acrosoma y actividad mitocondrial en los 

espermatozoides.   Se realizará una dilución de semen descongelado colocando 15 μl  en 85 

μl solución salina (PBS) en un tubo eppendorf de 1.5 ml, posterior le añadirá 1 μl de solución 

stock de PI, FITC-PSA y JC-1, se dejará incubar a 37°C por 30 minutos, pasado el tiempo, 

se podrán 5 μl de la muestra en un portaobjetos, para ser observado en un microscopio de 

fluorescencia donde se contarán los  espermatozoides que se encuentren por completo, verdes 

(vivos), rojos (muertos), la mita de la cabeza verde (acrosomas dañados), sin color (intacto), 

y en el caso de las mitocondrias, naranja (activa) y verde (inactiva).   

1.5.6.1.2   Evaluación del estrés oxidativo (CellRox) 

 Se preparará una solución stock a 1mM. Cada frasco de CellRox TM Green, contiene 

50 μl que serán disueltos en 20 μl de solución DMSO (1mM), para obtener un total de 70 μl 

de solución stock. Dicha solución, se almacenará en un refrigerador a -20°C. 

 Para realizar la evaluación, se colocará en un tubo eppendorf, 1 μl de solución stock 

en 200 μl de muestra seminal diluida en PBS, que contiene 170 μl PBS y 30 μl de semen 



    
 

descongelado, posterior ser colocará a incubar a una temperatura de 37°C por una 1 hora. 

Después de este lapso se tomará 5 μl de muestra homogénea que se colocará para su 

observación en microscopio a objeto 40X.   

1.5.6.1.3   Test de endósmosis celular (HOST) 

 Para poder realizar esta prueba se preparará una solución hipoosmótica de (150 

mOsm/Kg) para la determinación del porcentaje de endósmosis. La solución stock se realiza 

diluyendo 0.735 g de citrato de sodio y 1.351 g fructosa en 100 ml de agua destilada. 

 Este test consiste en mezclar 5 µl de semen descongelado con 40 µl de solución 

hipoosmótica, dejándose incubar a 37°C durante 1 hora, luego se colocará una gota de 10 µl 

en el portaobjetos, para ser observado al microscopio de contraste de fase a objetivo 40x, 

donde se contarán hasta 200 espermatozoides por placa, lo que determinará el porcentaje de 

espermatozoides que muestren hinchamiento de la cola, en respuesta al estrés hipoosmótico.   

1.5.6.1.4   Prueba de fragmentación del ADN 

 Se utilizará una tinción de naranja acridina (AO) para la evaluación de ADN. Para 

ello se preparará una solución stock de 500 ml. Para ello, se colocarán 0.5 g de AO en 500 

ml de agua destilada, se mezclará y se almacenará a una temperatura de 8°C a 5°C, en un 

empaque, el cual se cubrirá para cubrirlo de la luz. También se realizará una solución fijadora 

de Carnoy´s de 200 ml, a una proporción (3:1), esto es 37.5 ml de metanol y 12.5 ml de ácido 

acético glacial. Se realizará otra solución de tinción de 52.5 ml, esto es, se tomará 10 ml de 

solución stock, que se agregará a 40 ml de ácido cítrico (0.1 M), junto con 2.5 ml de (0.3 M) 

de Na2 HPO4 7H2O).  

 Para la evaluación, se harán frotis con muestras de semen diluido en PBS relación 

(1:10), que se dejarán secar, para luego ser sumergido en solución de Carnoy´s por dos días. 

Posterior, se sacarán y secarán por 10 minutos, para luego ser sumergidos por 5 minutos en 

solución de tinción, se lavará y sumergirá posterior en agua destilada dos veces, luego se le 

colocará un cubreobjetos para ser evaluado.   
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RESUMEN 10 

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del antioxidante Fucoxantina en el diluyente 11 

de congelación sobre la criopreservación del semen de ovino de la raza Blackbelly. Los 12 

eyaculados obtenidos se mezclaron, dividieron y congelaron en 5 tratamientos: 0 13 

(control), 25, 50, 100 y 200 μM/mL de Fucoxantina. Las muestras se congelaron a una 14 

concentración final de 100x106 spz./mL en pajuelas de 0.25 mL y se almacenaron en 15 

LN2. Se analizó a la 0 hora (descongelación) y 6 horas de incubación a 37 °C, la motilidad 16 

total (MT) y progresiva (MP), viabilidad, integridad del acrosoma y estrés oxidativo (EOx). 17 

Los datos se analizaron con ANOVA y las diferencias estadísticas con la prueba de rango 18 

múltiple de Duncan. A las 0 y 6 horas, la MP fue mayor (P<0.05) a 50 µM y 200 µM, 19 

respectivamente, que el control; sin embargo, éstas fueron similares entre las demás 20 

concentraciones. En los demás parámetros no se observaron diferencias. De 0 a 6 horas, 21 

la MT se mantuvo a concentraciones de 25 y 50 µM, la MP a 0, 25, 100 y 200 µM, la 22 

viabilidad a 0 y 50 µM, la integridad del acrosoma a 0 y 25 µM y en el EOx todas las 23 

concentraciones se mantuvieron a través del tiempo. En conclusión, la Fucoxantina a 24 

concentraciones de 50 y 200 µM mejora ligeramente la MP a las 0 y 6 horas, 25 

respectivamente. Asimismo, concentraciones de 25 y 50 µM permiten mantener la MT 26 

durante 6 horas de incubación. 27 
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