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Efecto de la criopreservación del semen de verraco
sobre la funcionalidad de la membrana plasmática

del espermatozoide

Effect of boar semen cryopreservation on sperm plasma
membrane functionality

Francisco Sevilla1,2, Ignacio Araya-Zúñiga2,3, Kenneth Matamoros2,
Manuel Barrientos-Morales4, Ruth Ccalta5, Anthony Valverde2*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la funcionalidad de la membrana
plasmática de espermatozoides criopreservados de verraco en muestras con dife-
rentes porcentajes de gametos viables. Se utilizaron 15 eyaculados en cuatro trata-
mientos con 100, 75, 50 y 25% de espermatozoides viables. Previo a la criopreservación
los espermatozoides se incubaron durante 24 h. Cada tratamiento se diluyó en TRIS-
Y (Tris con yema de huevo) y los espermatozoides se almacenaron a 5 ºC. Luego, se
utilizó TRIS-Y-G-E (Tris con yema de huevo-glicerol-Equex) para la dilución y se
envasaron en pajillas de 0.5 mL. Se congelaron en forma manual en nitrógeno líquido
en dos etapas de temperatura. La descongelación de las pajillas se hizo a 37 ºC
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durante 20 s. La funcionalidad espermática fue evaluada pos-descongelación (30 y
150 min), utilizando [Merocianina 540 (M540) y Yo-Pro-1] en muestras incubadas en un
medio capacitado (37 ºC y 5% de CO

2
). La peroxidación lipídica fue medida mediante

espectrofotometría e indirectamente a partir de la concentración de malonildialdehído
(MDA) y la producción intracelular de sustancias oxígeno reactivas (ROS) en muestras
incubadas durante 30 min. Las concentraciones de MDA aumentaron conforme disminu-
yó el porcentaje de espermatozoides viables. Se observó una correlación negativa entre
MDA y la movilidad total (MT), la movilidad progresiva (MP), y la integridad de la
membrana plasmática y acrosomal. Hubo un efecto del tratamiento de gametos viables y
del tiempo pos-descongelación sobre la producción de ROS y la desestabilización de la
membrana plasmática. El porcentaje de gametos viables del semen antes de la
criopreservación condicionó la calidad espermática de las muestras criopreservadas.

Palabras clave: ciencia animal, reproducción, calidad del esperma, ganadería

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of plasma membrane functionality on
cryopreserved boar sperm in samples with different percentages of viable gametes. Fifteen
ejaculates were used in four treatments with 100, 75, 50, and 25% viable sperm. Prior to
cryopreservation, sperm were incubated for 24 h. Each treatment was diluted in TRIS-Y
(Tris with egg yolk), and sperm were stored at 5 °C. TRIS-Y-G-E (Tris with egg yolk-
glycerol-Equex) was then used for dilution, and sperm were packaged in 0.5 mL straws.
Freezing was performed manually in liquid nitrogen in two temperature stages. The straws
were thawed at 37 °C for 20 s. Sperm functionality was assessed post-thawing (30 and
150 min) using [Merocyanine 540 (M540) and Yo-Pro-1] in samples incubated in
capacitated medium (37 ºC and 5% CO

2
). Lipid peroxidation was measured

spectrophotometrically and indirectly from malonyldialdehyde (MDA) concentrations
and intracellular reactive oxygen species (ROS) production in samples incubated
for 30 min. MDA concentrations increased as the percentage of viable sperm decreased.
A negative correlation was observed between MDA and total motility (TM), progressive
motility (PM), and plasma and acrosomal membrane integrity. There was an effect of
viable gamete treatment and post-thawing time on ROS production and plasma membrane
destabilization. The percentage of viable gametes in the semen before cryopreservation
determined the sperm quality of the cryopreserved samples.

Keywords: animal science, reproduction, sperm quality, animal husbandry

INTRODUCCIÓN

En las últimas décadas se han realizado
diversas investigaciones para evaluar los
efectos que produce la criopreservación en
los espermatozoides con el fin de proponer
prácticas para reducir o minimizar los impac-
tos en la función celular (Yeste, 2016; Ozimic
et al., 2023). El choque por frío, el estrés

osmótico y la formación de cristales de hielo
intracelular durante la congelación y los pro-
cesos pos-descongelación inducen severas
alteraciones en la estructura de las células
espermáticas, favoreciendo la muerte celu-
lar (Khan et al., 2021; Hai et al., 2024). Es-
tos daños provocan una disminución de los
espermatozoides viables (Surai y Fisinin,
2015). Uno de los efectos más nocivos se
produce sobre la membrana espermática,
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donde su composición, estabilidad y distribu-
ción de los lípidos sufre alteraciones (Khan
et al., 2021; Ozimic et al., 2023). Estos efec-
tos son muy similares a los cambios que ocu-
rren durante la capacitación del espermato-
zoide (Keller y Kerns, 2023).

El proceso de criopreservación per se
produce una afectación física y química en la
membrana espermática, reduciendo la viabi-
lidad y la capacidad fecundante de los
espermatozoides (Kopeika et al., 2015). La
disminución de la temperatura se ha asocia-
do con la generación de especies reactivas
del oxígeno (reactive oxygen species, ROS)
(Chatterjee y Gagnon, 2001), lo cual produce
una alteración grave de la funcionalidad
espermática debido a la peroxidación de los
lípidos (Alahmar, 2019).

El daño oxidativo que sufren los
espermatozoides ha sido estudiado ampliamen-
te en el humano (Aitken y Krausz, 2001). Por
otro lado, los espermatozoides de porcino pre-
sentan sensibilidad al daño peroxidativo debi-
do a su contenido relativamente alto de áci-
dos grasos insaturados en los fosfolípidos de
la membrana plasmática (Cerolini et al.,
2000) y a la baja capacidad relativa antioxi-
dante del plasma seminal (Brzeziñska-
Œlebodziñska et al., 1995). Se ha demostra-
do que muestras espermáticas con mayor via-
bilidad celular tras la congelación y descon-
gelación se caracterizan por presentar una
alta actividad enzimática (superóxido dismu-
tasa y glutatión peroxidasa selenio-dependien-
te) antes de la criopreservación (Qamar et
al., 2023).

Las sustancias ROS se producen bajo
condiciones aeróbicas en las células vivas,
incluyendo los espermatozoides, donde favo-
recen los procesos de capacitación y reac-
ción acrosómica (Du Plessis et al., 2015). Se
reporta una reducción en la movilidad y ferti-
lidad de los espermatozoides criopreservados,
ante un posible exceso o inadecuada forma-
ción de ROS (Guthrie y Welch, 2006). Ade-
más, un aumento en las ROS puede favore-
cer la peroxidación lipídica en los esperma-

tozoides aún funcionales, provocando el fe-
nómeno de «envejecimiento prematuro»
(Brouwers et al., 2005; Zorov et al., 2014;
Davies et al., 2017). Por esto, el objetivo de
esta investigación fue evaluar el efecto de la
funcionalidad de la membrana plasmática de
espermatozoides criopreservados de verra-
co en muestras con diferentes porcentajes
de gametos viables.

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de Estudio y Animales

La investigación se realizó en el Labo-
ratorio de Reproducción Animal (AndroTEC)
de la Escuela de Agronomía del Instituto Tec-
nológico de Costa Rica, conforme a las leyes
y regulaciones nacionales para la experimen-
tación con animales vivos, garantizando un
manejo cuidadoso y evitando cualquier tipo
de estrés innecesario. Además, se siguieron
las pautas ARRIVE (https://arrivegui-
delines.org/) que garantizaron el acatamien-
to de los principios éticos y metodológicos en
la investigación.

Se utilizaron cinco verracos adultos de
las razas Duroc, Pietrain y Large White. Los
verracos se alojaron en espacios individuales
con temperatura controlada a 23 ± 2 ºC. La
alimentación consistió en una mezcla comer-
cial para animales reproductores que incluía
maíz, mezcla de minerales, harina de soya y
sal común para satisfacer sus necesidades
nutricionales. El alimento (2.5 kg/día) se pro-
porcionaba dos veces al día y se tenía acce-
so ad libitum al agua.

Recolección del Semen

El semen fue colectado dos veces por
semana, obteniéndose un total de 15 eyacu-
lados. La extracción se hizo mediante el mé-
todo manual, eliminando las fracciones pre y
pos-espermáticas del eyaculado. La fracción
rica en espermatozoides se colocó en un re-
cipiente precalentado (37 °C), el cual se lle-
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vó a baño maría a 37 °C. Se utilizó el medio
de dilución Bestville Thawing Solution (BTS)
(Minitube, GmbH, Alemania) para lograr una
dilución 1:2 (vol/vol).

El semen se depositó en tubos Falcon
de 50 mL, previamente calentados y cubier-
tos para la protección de los eyaculados de la
luz directa, y fue llevado a 17 °C. Los
eyaculados se trasladaron al laboratorio en
cajas de poliespán, con revisión constante de
la temperatura interior (Miniature Data
Logger, Gemini Data Loggers Ltd., UK). Las
mezclas espermáticas se realizaron en un
periodo no mayor a seis horas después de su
recolección.

Reactivos y Medios

Se utilizó una balanza de precisión
(Gram Precision Serie ST Mod. ST-120,
A.R.W.T, Barcelona, España) para el pesaje
de los reactivos utilizados. Para la dilución se
utilizó agua purificada y bidestilada Milli-Q®

(Advantage A10® System, Millipore™,
Concord Road, Billerica, MA, EE. UU.). Las
diluciones fueron homogenizadas utilizando un
agitador magnético (Mod. 234 P Agimatic,
Selecta, Barcelona, España). Tras la prepa-
ración de cada medio, se verificó el pH (Mod.
GLP 21, Crison, Barcelona, España) y
osmolaridad (Mod. 5520, Vapro®, Vapor
Pressure Osmometer, Wescor Inc., EE. UU.).

Se usó BTS como medio de dilución para
una adecuada estimación de la calidad
espermática pos-descongelación y para la
estimación del malonilaldehído (MDA). El
medio BTS se preparó en una cámara de flu-
jo laminar (Micro-R, España). Al finalizar se
midió la osmolaridad y el pH para verificar
que estuvieran dentro del rango especifica-
do. Luego, se envasó en tubos Falcon de 15
y 50 mL según el volumen preparado, y se
almacenó a 5 °C hasta su uso. Para la esti-
mación de la viabilidad espermática se utilizó
una solución de tampón fosfato salino (PBS),
que sirvió para diluir los fluorocromos, tanto
en muestras frescas como descongeladas.

Diluyentes para la Criopreservación

Se utilizaron dos medios de dilución. El
primer medio TRIS-Y (TRIS con yema de
huevo) se añadió a 17 °C posterior al proce-
so de centrifugación de semen y la elimina-
ción del sobrenadante. La yema de huevo se
obtuvo de huevos frescos y bajo estrictas téc-
nicas asépticas. Los procesos contemplaron
la limpieza de la superficie de los huevos con
etanol y la separación de la yema de la clara
utilizando papel de filtro. Las yemas de hue-
vo separadas se colocaron en una probeta
estéril y se almacenaron a 4 °C. Con el me-
dio TRIS-Y preparado, se centrifugó a 4300
x g durante 30 min a 5 °C. Luego de la
centrifugación se descartó la primera y la ter-
cera fracción, utilizando solo la fracción in-
termedia, que fue conservada en tubos Falcon
estériles de 15 mL y a -20 °C.

El segundo diluyente fue TRIS-Y-G
(TRIS-Yema de huevo-Glicerol), que se utili-
zó posterior al segundo descenso de tempe-
ratura (muestras a 5 °C). El medio fue pre-
parado a partir del medio TRIS-Y, y se le
añadió glicerol como crioprotector más un
detergente (Equex STM, Nova Chemical
Sales Inc., EE. UU.).

Conservación Espermática

Se reevaluó la fracción rica en
espermatozoides y se centrifugó a 2400 x g
durante 3 min (17 °C) (Heraeus Sepatech
Megafuge 1.0R, Alemania). Se eliminó el
sobrenadante y los espermatozoides sedimen-
tados fueron diluidos nuevamente con el
diluyente TRIS-Y para alcanzar una concen-
tración de 1.5 x 109 spz/mL y se almacena-
ron a 5 ºC durante 150 min. Luego, se agre-
gó el diluyente TRIS-Y-G para obtener una
concentración final de 1 x 109 spz/mL. Se utili-
zaron pajillas de 0.5 mL (Minitüb; Tiefenbach,
Alemania) y se sellaron a 5 °C (Ultraseal 21™,
Minitüb; Tiefenbach, Alemania).

La criopreservación se realizó en dos
fases. Las pajillas en la primera fase fueron
expuestas a 4 cm de los vapores de nitróge-
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no líquido durante 20 min. Para esto, se utili-
zó una caja de poliestireno expandido que
contenía una bandeja de acero inoxidable y
un soporte de poliestireno que sostenía una
bandeja perforada de aluminio para asegurar
exposición uniforme a los vapores de nitró-
geno líquido. En la segunda fase, las pajillas
se sumergieron en nitrógeno líquido. Luego,
las pajillas fueron almacenadas en tanques
de nitrógeno líquido. Los procesos de des-
congelación se realizaron entre 7 y 15 días
después, descongelándose tres pajillas por
tratamiento.

Fluorocromos

La tinción de Merocianina 540 (M540)
y Yo-Pro-1 [(Quinolinium, 4-0(((3-methyl-
2(3H)-benzoxazolyli- dene) methyl)-1-03-
(trimethylammonio) propyl)-, di-iodide, YP1],
fueron utilizadas para la estimación de la es-
tabilidad de la membrana plasmática realizan-
do una modificación del protocolo de Harrison
et al. (1996). La solución madre de M540
(M24571, Invitrogen, Molecular Probes, EE.
UU.) se preparó al disolver 100 mg en 1755
µL de dimetilsulfóxido (DMSO), y se alma-
cenó en alícuotas de 5 µL a -20 °C hasta su
utilización. La solución de trabajo se preparó
añadiendo 500 µL de PBS a una alícuota, ob-
teniendo una concentración final de 1 mM de
M540. La tinción de YP1 (Y3603, Invitrogen,
Molecular Probes, EE. UU.) se realizó con
una dilución 1:40 (vol/vol) de la solución ma-
dre en DMSO (5 ìL YP1 + 200 µL de PBS)
para lograr una concentración de 25 µM. La
solución final se conservó a 4 °C durante una
semana.

La producción intracelular de sustancias
oxígeno reactivas (ROS), se determinó utili-
zando el protocolo descrito por Guthrie y
Welch (2006) empleando el fluorocromo
CMH

2
DCFDA[5-(y-6)-clormetil-2’, 7’-

diacetato diclorodihidrofluoresceína, acetil
ester]. Las esterasas rompen la molécula del
fluorocromo CM-H2DCFDA (C6827,
Invitrogen, Molecular Probes, EE. UU.) lo
que deja libre la 2’, 7’-diclorodihidro-
fluoresceína (H2DCF), que se oxidada por

las sustancias ROS, y produce dicloro-
fluoresceína (DCF) que emite además fluo-
rescencia a 530 nm en respuesta a 488 nm
de excitación (Carter et al., 1994). La solu-
ción stock de CM-H

2
DCFDA (50 mg) de 1

mM se preparó en DMSO (86.53 µL) y se
conservó a -20 °C.

La producción de ROS en los esper-
matozoides se estimuló usando un peróxido
lipídico análogo, denominado tert-butilhi-
droperóxido (TBHP, en 70 % H

2
O, C

2
H

10
O

2
,

B2633, Sigma Aldrich, EE. UU.). Por medio
de la solución madre de 7.3 M de TBHP, se
preparó la solución stock de 1 M con agua
bidestilada y purificada. La solución inductora
final fue de 1 mM (1 µL de TBHP 1 M en
1000 µL de muestra diluida).

Soluciones del Kit MDA-586

Se preparó el medio de trabajo de MDA
(20 µM) a partir de la dilución de 3 µL del
estándar de MDA en 1.5 mL de ddH

2
O (di-

lución 1/500) y se refrigeró a 0-4 °C. Para la
solución de trabajo R1 se mezcló un volumen
de metanol con tres volúmenes del reactivo
R1 y refrigeró a 4 °C. La solución muestra
control se preparó al mezclar un volumen de
metanol con tres volúmenes de acetonitrilo.
Para la solución de Fe2+/Ascorbato, se di-
solvió 11 mg de FeSO

4
·7H

2
O y 40 mg de

ascorbato de sodio en 10 mL de ddH
2
O

(4 mM Fe2+ y 20 mM ascorbato). Todas las
soluciones se sellaron con papel parafilm ade-
cuada y seguido de su preparación para evi-
tar la evaporación. Se conservaron a 5 °C.

Malonilaldehído (MDA)

Para determinar el MDA en semen de
porcino se realizó una modificación del pro-
tocolo original en la que se utilizó placas de
96 pocillos planos con capacidad de 200 µL
por pocillo y se utilizó una campana de flujo
de gases (Micro-R, España). A partir de las
muestras espermáticas descongeladas y
diluidas 1:2 (vol/vol) con BTS con una
concentración de 500 x 106 spz se tomaron
60 µL (30x106 spz) y se depositaron en un
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tubo eppendorf que contenía 500 µL de BTS
a 37 ºC. Posteriormente se llevó hasta un
volumen de 1000 µL con BTS. Por cada
pajilla, se prepararon cuatro muestras para
medir la concentración de MDA y dos como
controles. A cada muestra se le agregó 100
µL de semen. Se añadió primero el semen,
luego se cerraron los controles y por último
se agregó la solución FE2+/ascorbato a razón
de 1/100 (1 µL de la solución en 100 µL de
muestra). Se incubaron las muestras en una
gradilla de color oscuro durante 30 min a
37 °C en la oscuridad y se determinó la
concentración de MDA a partir de un
espectrofotómetro (Bio-Tek, Power Wave,
EE. UU.) y con al menos tres mediciones de
absorbancia a 590 nm.

Diseño Experimental

Se seleccionaron eyaculados con una
concentración de al menos 200 x 106 spz/mL.
El criterio de viabilidad para procesar los
eyaculados fue del 85% o superior. Por lo tan-

to, la muestra de 100% de espermatozoides via-
bles correspondía a un mínimo del 85% de
espermatozoides viables (Figura 1)

Muestras con Espermatozoides No Via-
bles e Incubación 24 h

Se tomó 50 mL de la fracción rica en
espermatozoides que se encontraba a 17 °C
y se sumergió en nitrógeno líquido (-196 °C)
durante un periodo de 9 min para causar un
daño letal sobre las células espermáticas.
Seguido, la muestra se colocó en un baño
maría a 37 °C durante 3 min y fueron trans-
feridas a un recipiente que contenía agua a
80 °C, que permitió descongelar la muestra
por completo. La pérdida de la viabilidad y la
funcionalidad de los espermatozoides se ve-
rificó utilizando fluorescencia en muestras
diluidas en un medio capacitante e incubadas
a 37 ºC y 5 % de CO

2
. Al confirmar la pérdi-

da de viabilidad de la muestra, se precedió a
realizar las proporciones descritas y se incu-
baron durante 24 horas antes de proceder con
la criopreservación.

Figura 1. Distribución de los tratamientos de acuerdo con el porcentaje de espermatozoides
viables y no viables de semen de verraco
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Calidad Espermática Pos-descongelación

Se realizó el proceso de descongelación
por medio de un baño termostatizado (Huber
Polystat cc1) a 37 ºC por 20 s. Se desconge-
ló para cada análisis una pajilla por tratamien-
to, que luego se mezcló y diluyó en el medio
BTS (1:2, vol/vol; 37 ºC). Las muestras fue-
ron incubadas en una estufa a 37 ºC y 5% de
CO

2
 hasta los 150 min. La calidad esper-

mática (movilidad e integridad de la mem-
brana) se analizó a los 30 y 150 min de la
descongelación.

Análisis Estadístico

Se evaluó la homocedasticidad median-
te la prueba de Levene para el conjunto de
datos de todas las variables espermáticas.
Para comprobar la distribución normal se uti-
lizó papel probabilístico normal. El efecto de
las diferentes fuentes de variación que afec-
taron las características de calidad seminal
durante el proceso de congelación-descon-
gelación se evaluó a través de análisis de
variancia (ANOVA), utilizando modelos linea-
les fijos del tipo, y = Xβ + ε; donde: y fue el
vector de observaciones, β fue el vector de
parámetros en el modelo estadístico utilizado
para el análisis, X correspondió a la matriz de
incidencia y ε fue el vector de errores expe-
rimentales. Se aplicó un ANOVA para eva-
luar las diferencias estadísticas entre los tra-
tamientos para todas las variables cine-
máticas.

Las diferencias entre verracos y entre
tratamientos (porcentajes de espermatozoides
funcionales y no funcionales) sobre las va-
riables de calidad espermática durante el pro-
ceso de congelación-descongelación, la con-
centración de MDA, y la generación de ROS,
así como en la desestabilización de la mem-
brana plasmática sometida a un tratamiento
de capacitación en las muestras seminales
congeladas-descongeladas fueron evaluadas
mediante modelos mixtos, en el que el efecto
verraco y el tratamiento, así como la interac-
ción verraco x tratamiento fueron los facto-
res fijos.

La dosis de semen descongelado (tres
por tratamiento, excepto en el caso de las
sustancias ROS y la desestabilización de la
membrana plasmática donde se descongela-
ron dos pajillas) se consideró como replicado
en todos los análisis y constituyó el factor
aleatorio. Se utilizó un nivel de significancia
con un p<0.05. Las comparaciones entre tra-
tamientos se realizaron utilizando la prueba
de Tukey-Kramer. Los resultados se presen-
tan como media ± error estándar de la me-
dia. Todos los datos fueron analizados utili-
zando el programa estadístico IBM SPSS v.
23.0 para Windows (SPSS Inc., EE. UU.).

RESULTADOS

La concentración de MDA en las mues-
tras seminales congeladas-descongeladas que
tenían el 100% de espermatozoides viables
de cada verraco fue influenciada por la va-
riable «verraco» (p<0.05) (Figura 2). Se pue-
de observar que los verracos uno y cuatro
tuvieron las concentraciones más bajas.

Se presentó un efecto del verraco y del
tratamiento de funcionalidad espermática
(p<0.05), sobre las concentraciones de MDA
de acuerdo con el porcentaje de esper-
matozoides viables (Figura 3). No hubo un
efecto de interacción verraco x tratamiento
(p>0.05). Las concentraciones más bajas
(10.5 ± 0.8 mmol/30x106 espermatozoides)
se presentaron en el tratamiento control
(100% viables). La concentración de MDA
aumentó progresivamente en las muestras del
75 y 50%, alcanzando los valores más altos
en las muestras del 25% (15.4 ± 0,8 mmol/
30x106 espermatozoides).

La concentración de MDA tuvo una
correlación negativa (p<0.05) con el porcen-
taje de MT (movilidad total), MP (movilidad
progresiva) y la integridad de la membrana
plasmática y acrosomal, independiente del
porcentaje de espermatozoides viables antes
de la congelación (Cuadro 1).
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Figura 2. Concentración de Malonildialdehído ± error estándar de la media (MDA mmol / 30 x
106 espermatozoides) según verraco en las muestras congeladas y descongeladas
control (100% espermatozoides viables). a,b Letras diferentes indican diferencias sig-
nificativas entre verracos (p<0.05)

 

Las variables en estudio tuvieron influen-
cia (p<0.05) sobre la producción intracelular
de ROS, expresada como intensidad de fluo-
rescencia inducida en las muestras congela-
das-descongeladas e incubadas durante 30 y
150 min pos-descongelación (Figura 4). Se
comprobó el efecto de interacción verraco x
tratamiento y tratamiento x tiempo (p<0.001),
pero no hubo interacción verraco x tiempo
(p>0.05). La intensidad de fluorescencia

Cuadro 1. Coeficientes de correlación de 
Pearson entre la concentración de malonil-
dialdehído (MDA)1 y los parámetros de calidad 
seminal a la descongelación de semen de 
verraco 
 

Parámetro (%) 

Tiempo pos-
descongelación 

(min)  

30 150 

Movilidad total -0.5 -0.5 

Movilidad progresiva -0.5 -0.5 

Integridad de membrana2  -0.4 -0.4 

1 (mol/30x106 espermatozoides) 
2 Membrana plasmática y del acrosoma 
(p<0.05) 
 

inducida aumentó conforme el porcentaje de
espermatozoides viables disminuyó. En todos
los verracos y en los dos tiempos de
incubación, la intensidad menor se observó
en las muestras del tratamiento control (100%
de espermatozoides viables) y la intensidad
mayor en las muestras del tratamiento 3 (25%
de espermatozoides viables).

El grado de desestabilización de la mem-
brana plasmática fue afectado (p<0.05) por
las variables independientes del estudio, el cual
fue expresado como porcentajes normaliza-
dos de espermatozoides positivos a M540
(Figura 5). La interacción verraco x trata-
miento y verraco x tiempo fueron significati-
vas (p<0.05). En los verracos 1, 3 y 5, el por-
centaje de espermatozoides positivos a M540
a los 30 min pos-descongelación aumentó
(p<0.05) a medida que disminuyó el porcen-
taje de espermatozoides viables en la mues-
tra espermática. Este mismo patrón se evi-
denció a los 150 min pos-descongelación en
el verraco 3. En contraste, en los verracos 2
y 4 para ambos tiempos de incubación y en el
verraco 1 a los 150 min pos-descongelación
no se presentaron diferencias (p>0.05) entre
tratamientos.
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Figura 3. Concentración de Malonildialdehído ± error estándar de la media (MDA mmol / 30 x
106 espermatozoides) en las muestras congeladas y descongeladas con diferentes
porcentajes de espermatozoides viables previo a la congelación. a,b,c Letras distintas
indican diferencias significativas entre muestras (p<0.01)

 

Figura 4. Producción intracelular de sustancias ROS expresada en unidades de fluorescencia
en 1012 espermatozoides vivos ± error estándar de la media en muestras congeladas-
descongeladas con diferentes porcentajes de espermatozoides viables previo a la con-
gelación, representadas según verraco y tiempo de incubación post descongelación.
a,b,c Letras distintas indican diferencias significativas para cada verraco y el tiempo de
incubación (p<0.05)
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DISCUSIÓN

En la criopreservación del semen porci-
no se utiliza solamente la fracción rica en
espermatozoides (Pavaneli et al., 2019). El
plasma seminal es reducido, y aunque no es
precisamente rico en compuestos con capa-
cidad antioxidante (Silvestre et al., 2021),
puede disminuir el impacto negativo de la
criopreservación. El proceso de centrifuga-
ción predispone a dos circunstancias favore-
cedoras de la generación de sustancias ROS
(Tamburrino et al., 2023), la primera deriva
de su propia función, es decir, la de concen-
trar las células espermáticas mediante el pro-
ceso físico per se y la segunda, el efecto
traumático que supone todo proceso de
centrifugación para las células espermáticas.
Se ha demostrado que la centrifugación indu-
cía una alta producción de MDA, utilizado
como indicador indirecto del proceso de
peroxidación lipídica, y que las sustancias

ROS más frecuentes eran los radicales
alcóxilos (RO) e hidroperóxilos (HO

2
)

(Gosalvez et al., 2017; Gualtieri et al., 2021;
Endale et al., 2023).

En el presente trabajo no se determinó
el efecto de la centrifugación sobre la for-
mación de sustancias ROS extracelulares,
pero se sometieron todas las muestras a
centrifugación previa antes de ser criopre-
servadas. Los resultados indican que confor-
me disminuyó el porcentaje de esperma-
tozoides viables, se predispone a una mayor
producción de MDA, lo que indica de forma
indirecta, que existe una mayor peroxidación
lipídica y como tal, los espermatozoides no
viables ejercen un impacto negativo sobre los
viables en la criopreservación. Estos hallaz-
gos son similares a los obtenidos en semen
bovino, donde se demostró que el centrifu-
gado exacerbaba la peroxidación lipídica y
que el plasma seminal era capaz de contro-
lar esta peroxidación (Castiglioni et al., 2021).

Figura 5. Grado de capacitación espermática expresada como porcentaje de espermatozoides
positivos a Merocianina540 (M540) ± error estándar de la media en muestras
espermáticas congeladas-descongeladas de semen de verraco y sometidas a un pro-
ceso de capacitación espermática procedentes de muestras seminales con diferentes
porcentajes de espermatozoides viables previo a la congelación. Los datos se repre-
sentan según verraco y tiempo de incubación pos-descongelación. a,b,c Letras distintas
indican diferencias significativas para cada verraco y el tiempo de incubación (p<0.05)
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El efecto de la centrifugación y la elimi-
nación del plasma seminal, al extraer las sus-
tancias antioxidantes incrementa la sensibili-
dad del semen de porcino, dado que se pier-
de el entorno favorecedor del plasma seminal.
Se puede generar una mayor producción
extracelular de sustancias ROS al eliminar
proteínas totales y enzimas intracelulares
como glutatión peroxidasa y superóxido
dismutasa (Feng et al., 2020; Silvestre et al.,
2021). Otros trabajos han descrito una ma-
yor resistencia al enfriamiento rápido en
espermatozoides incubados 24 h en su propio
plasma seminal (Torres et al., 2019), sin em-
bargo, esto favorece una mayor generación
extracelular de sustancias ROS en el eyacu-
lado, tal y como se ha observado en los resul-
tados del presente trabajo al incrementarse
proporcionalmente la cantidad de esperma-
tozoides no viables.

Se ha establecido que la criopreser-
vación induce la peroxidación lipídica en
espermatozoides de mamíferos (Khan et al.,
2021), y se ha demostrado que el proceso de
congelación y descongelación predispone a
una mayor peroxidación de los lípidos de la
membrana espermática de espermatozoides
humanos (Alvarez y Storey, 1992), y los pro-
cesos de congelación y descongelación cau-
san un aumento de la peroxidación lipídica en
espermatozoides bovinos (Chatterjee et al.,
2001). Los peróxidos lipídicos derivados de
la peroxidación de los ácidos grasos
poliinsaturados son muy inestables y se des-
componen para formar una serie compleja
de compuestos. Estos incluyen compuestos
carbonilo, de los cuales el más abundante es
el MDA. Por lo tanto, la medición del MDA
se utiliza ampliamente como un indicador de
la peroxidación de lípidos en una variedad de
tipos celulares, incluyendo espermatozoides
(Sikka, 1996).

Las membranas de los espermatozoides
de verraco presentan una particular compo-
sición lipídica ya que sus cadenas laterales
son ricas en ácidos grasos poliinsaturados
(Buhr et al., 1994; Waterhouse et al., 2006).
Esta característica predispone a los esper-

matozoides de verraco al fenómeno de la
peroxidación lipídica (White, 1993). La pero-
xidación lipídica conllevaba una metaboli-
zación de los ácidos grasos poliinsaturados y,
consecuentemente, la pérdida de movilidad
espermática (Brzeziñska-Œlebodziñska et al.,
1995). Los resultados del presente trabajo
indican una mayor peroxidación lipídica du-
rante la descongelación conforme disminuye
el porcentaje de espermatozoides viables, pro-
bablemente debido a una menor integridad
de las membranas plasmática y acrosomal.

En espermatozoides criopreservados de
verraco, cuando la integridad de la membra-
na era baja tenían menores cantidades de
ácidos grasos poliinsaturados en sus mem-
branas que aquellos espermatozoides
criopreservados procedentes de verracos con
una integridad de membrana alta (Cerolini et
al., 2001). Esta pérdida de integridad
membranal también se ha asociado con una
disminución drástica en la movilidad
espermática (Valverde et al., 2021). Además,
la concentración de MDA en las muestras
espermáticas descongeladas está correla-
cionada de forma negativa, independiente-
mente del porcentaje de espermatozoides
viables antes de la congelación, con los por-
centajes de movilidad total, progresiva y con
la integridad de membranas plasmática y
acrosomal. Estos resultados coinciden con
estudios en la especie humana donde se ob-
serva una correlación negativa entre la movi-
lidad y la peroxidación lipídica durante la
criopreservación de espermatozoides (Alvarez
y Storey, 1992).

La composición de los lípidos de las
membranas espermáticas en la especie
porcina junto con el proceso de criopre-
servación, provocan la generación intracelular
de sustancias ROS y el fenómeno de peroxi-
dación lipídica, también asociado a ROS
extracelulares (Sanocka y Kurpisz, 2004).
Estos fenómenos causan la pérdida de inte-
gridad de las membranas plasmática y
acrosomal como se ha demostrado en el pre-
sente trabajo, así como baja fertilidad y
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prolificidad de los espermatozoides criopre-
servados de porcino (Khan et al., 2021;
Ozimic et al., 2023). En espermatozoides
humanos, se ha descrito que la peroxidación
lipídica favorece la fragmentación el ADN
del núcleo del espermatozoide, lo que, aun-
que no impide la fecundación, imposibilita el
desarrollar embriones viables (Gualtieri et al.,
2021). En este sentido, se sugiere realizar
estudios en dónde se evalúe cómo la presen-
cia de espermatozoides no viables afecta la
capacidad de fecundación de los esperma-
tozoides viables en un eyaculado.

Diversos trabajos han demostrado que
la criopreservación induce la formación de
ROS, tanto intracelular como extracelular, y
que esto es una de las causas de la disminu-
ción en la calidad espermática a la descon-
gelación (Juanpanich et al., 2022; Hai et al.,
2024). La peroxidación induce alteraciones
estructurales, pérdida rápida e irreversible de
la movilidad, cambios en el metabolismo y un
aumento en la tasa de liberación de compo-
nentes intracelulares (Ayala et al., 2014). Esta
pérdida de movilidad se exacerba conforme
menos espermatozoides viables estén presen-
tes en el momento de la criopreservación
como se confirma en el presente estudio, que
muestra una correlación negativa significati-
va entre la concentración de MDA y la mo-
vilidad total.

El proceso de criopreservación, que in-
duce un aumento en la producción de sustan-
cias ROS intra y extracelulares, está ligado a
una mayor presencia de espermatozoides al-
terados y no viables (Zorov et al., 2014;
Endale et al., 2023). Esto indica que aunque
se obtengan mejores porcentajes de integri-
dad de membrana plasmática y acrosomal en
los espermatozoides congelados-descongela-
dos en el porcino, lo que implicaría partir de
eyaculados con alto porcentaje de esper-
matozoides viables, el proceso de criopre-
servación per se provoca un incremento sig-
nificativo de espermatozoides no viables que
les impide fecundar (Bang et al. 2022; Del-
gado-Bermúdez, 2024). Se ha demostrado
que los espermatozoides alterados y muertos

son una fuente importante de generación de
sustancias ROS (Hai et al., 2024). Estos re-
sultados, si bien son en espermatozoides hu-
manos, coinciden con los obtenidos en este
trabajo y demuestran, que los esperma-
tozoides no viables favorecen la generación
de sustancias ROS extracelulares. En los
protocolos de criopreservación esper-mática
concurren una serie de etapas comunes que
favorecen la producción de las sustancias
ROS intracelulares; como la ausencia de
plasma seminal, la centrifugación del semen
previa a la dilución y congelación, y los
procesos de criopreservación donde se
presentan un mayor número de espermato-
zoides alterados, con morfoanomalías o con
pérdida de la integridad de sus membranas
plasmática y acrosomal (Zorov et al., 2014).

Con base en los resultados del presente
trabajo, la mayor generación intracelular de
sustancias ROS podría explicarse por el he-
cho que aunque haya un menor número de
células espermáticas viables, la actividad
mitocondrial metabólica normal que se pro-
duce en estas células genera compuestos
oxidativos y en presencia de cantidades re-
ducidas de enzimas antioxidantes a nivel
intracelular y de compuestos antioxidantes
extracelulares, se predispone a una mayor
generación intracelular de sustancias ROS
porque estos no se pueden metabolizar rápi-
damente y debido a su naturaleza química
inestable, buscan el equilibrio de su último
orbital electrónico, reaccionan con compues-
tos cediendo o aceptando electrones, y de esta
manera se desestabiliza la membrana al ini-
ciarse reacciones en cadena con el fin de
buscar la estabilidad química que resulta, en
un detrimento de la función de la célula.

Otro factor importante es que, debido a
la presencia de espermatozoides no viables,
con pérdida de integridad de sus membranas,
al haber salida de fluidos celulares al medio
extracelular, se favorece la formación de sus-
tancias ROS extracelulares que podrían es-
tar implicadas y ser copartícipes del daño en
las membranas de los espermatozoides via-
bles, dado que estas también son afectadas
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por las sustancias ROS intracelulares. Sin
embargo, esta hipótesis está sujeta a ser con-
firmada en posteriores estudios de investiga-
ción. Se requiere de la presencia de ROS para
que se puedan desarrollar actividades como
la capacitación (Tienthai et al., 2004; Keller
y Kerns, 2023), la hiperactivación (Schmidt y
Kamp, 2004), y la reacción acrosómica en
condiciones fisiológicas normales (Tareq et
al., 2010). No obstante, una alta concentra-
ción de sustancias ROS intracelulares podría
resultar perjudicial para la calidad espermática.
En el presente trabajo, se demostró que una
mayor generación de sustancias ROS
intracelulares coincide con una presencia mayor
de espermatozoides no viables en la muestra.

Está demostrado que un alto porcentaje
de los espermatozoides congelados-descon-
gelados sufren una desestabilización prema-
tura de las membranas equivalente a la que
se observa durante el proceso de capacita-
ción y reacción acrosómica (Khan et al.,
2021). Esta desestabilización puede condicio-
nar la fertilidad, y estar relacionada con
modificaciones a nivel de la composición y
dinámica de la bicapa fosfolipídica (Buhr et
al., 1994). En las condiciones experimenta-
les de este trabajo, la alteración del orden
lipídico se detectó con Merocianina 540. Las
muestras con mayor porcentaje de esperma-
tozoides viables presentaron un mayor por-
centaje de células viables y con bajo desor-
den lipídico. En contraste, las muestras con
menor proporción de espermatozoides viables
presentaron un mayor grado de desestabili-
zación de la membrana plasmática, resultan-
do un mayor grado de espermatozoides con
signos tempranos de capacitación como era
de esperar y de acuerdo con los resultados
obtenidos de generación intracelular de sus-
tancias ROS. Esta alta predisposición a la ca-
pacitación de los espermatozoides viables
haría que estos pierdan su capacidad
fecundante antes de llegar al sitio de la fe-
cundación. Sin embargo, esto debe ser estu-
diado con mayor precisión, debido a las va-
riaciones individuales que podrían presentar-
se sobre los procesos de capacitación y

funcionalidad de los espermatozoides, tal y
como se demostró en este estudio.

CONCLUSIONES

 Hubo un efecto del verraco y del por-
centaje de viabilidad espermática sobre
la concentración de malonildialdehído en
muestras seminales congeladas-descon-
geladas con 100% de espermatozoides
viables. La concentración de MDA pre-
sentó una correlación negativa significa-
tiva con la movilidad total, progresiva y
la integridad de la membrana plasmática
y acrosomal.

 La producción intracelular de especies
reactivas del oxígeno (ROS) fue influen-
ciada por el verraco, el tratamiento de
viabilidad espermática y el tiempo pos-
descongelación. La intensidad de fluo-
rescencia inducida se incrementó al re-
ducirse el porcentaje de espermato-
zoides viables, patrón que fue consisten-
te en todos los verracos y tiempos de
incubación evaluados.

 El grado de desestabilización de la mem-
brana plasmática se vio afectado por el
tratamiento porcentual de espermato-
zoides viables y el tiempo post-descon-
gelación. Se debe considerar el porcen-
taje de viabilidad espermática del semen
antes de la criopreservación porque con-
dicionan la calidad espermática post des-
congelación, y la estabilidad de la mem-
brana plasmática.
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