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INTRODUCCIÓN

Uno de los principales factores descritos que afectan la funcionalidad de espermatozoides 
son niveles elevados de especies reactivas de oxígeno (ROS). Los principales efectos 
nocivos de ROS en la funcionalidad espermática son pérdida de motilidad (Peris et al., 
2007), incremento de peroxidación lipídica (Aitken, 1994) y fragmentación del ADN 
espermático (Baker y Aitken, 2004). Asimismo, en diferentes especies como en humanos 
(de Lamirande y Lamothe, 2009) y porcinos (Awda et al., 2009) se ha demostrado que las 
especies reactivas de oxígeno también inducen la capacitación espermática.

Es interesante destacar que en ovinos (Santiani, 2003) y humanos (Wang et al., 1997), se ha 
demostrado que durante el proceso de criopreservación de semen, los niveles de especies 
reactivas de oxigeno se incrementan significativamente, estando relacionados con pérdida 
de motilidad y viabilidad espermática, así como con capacitación espermática prematura 
(Santiani, 2003; Peris et al., 2007; Ruiz et al., 2007) y fragmentación del ADN espermático 
(Peris et al., 2007; Sue-Hee et al., 2010). Sin embargo, se ha demostrado que el efecto 
negativo de los ROS puede ser prevenido parcialmente mediante la adición de 
antioxidantes análogos a superóxido dismutasa al medio dilutor de semen (Santiani, 2003; 
Ruiz et al., 2007), mientras que en bovinos, el uso de antioxidantes en los diluyentes para 
congelar semen aún es controversial (Foote et al., 2002). Recientemente se ha demostrado 
en alpacas que la adición de análogos de superóxido dismutasa reduce la fragmentación de 
ADN durante el proceso de criopreservación y mantiene la motiliad espermática (Santiani 
et al., 2013). 

ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS)

El término “especies reactivas de oxígeno” ó ROS se refiere a todos 
los radicales libres o especies activadas de oxígeno que puedan 
causar daño oxidativo (Fuchs et al., 1997). En las mitocondrias, el 
oxígeno reacciona con el hidrógeno, en un proceso denominado 
fosforilación oxidativa. Algunos de los radicales libres de oxígeno 
son: radical peróxido (ROO.), radical hidroxilo (OH) y anión 
superóxido (O2.-), mientras que el principal ROS no radical es el 
peróxido de hidrógeno (H2O2) (Aitken y Fisher, 1994).  Estas 
moléculas  tienen uno o más electrones no apareados girando en 
sus órbitas externas (Warren et al., 1987). Esta condición 
químicamente muy inestable, los torna sumamente activos, puesto 
que el electrón no pareado busca salir de su desequilibrio. Para ello, 
debe oxidar, es decir, sustraer un electrón a cualquier molécula 
vecina, alterando su estructura y convirtiéndola a su vez en otro 
radical libre (Fridovich, 1998). De esta manera pueden iniciar 
reacciones en  cadena, como por ejemplo la peroxidación lipídica 
(Fuchs et al., 1997). 

EFECTOS DE ROS EN ESPERMATOZOIDES

Los principales efectos nocivos de ROS en espermatozoides 
incluyen la disminución de la motilidad, incremento de la 
peroxidación lipídica en la membrana plasmática e incremento en la 
fragmentación del ADN espermático. La pérdida de motilidad es el 
indicador más sensible de estrés oxidativo en comparación con 
otros parámetros seminales (Peris et al., 2007).  Las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) tienen la capacidad de iniciar la cascada 
de la peroxidación lipídica en la membrana espermática. La 
peroxidación lipídica es el deterioro oxidativo de los ácidos graso 
poli-insaturados (Saleh y Agarwal, 2002). Los ácidos grasos poli-
insaturados son susceptibles a experimentar ataque oxidativo 
porque la presencia de enlaces dobles debilita la unión C-H en los 
átomos de carbono adyacentes y facilita la sustracción de 
hidrógeno (Figura 1), paso inicial para el proceso oxidativo (Aitken 
y Fisher, 1994). Otra de las consecuencias más importantes de los 
ROS  en espermatozoides, es el daño en la integridad del ADN 
(Baker y  Aitken, 2004). En humanos, existe una alta relación entre 
pacientes infértiles y 
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fragmentación del ADN espermático (Lukanov et al., 2004). 
Asimismo, estudios clínicos muestran una correlación negativa 
entre la tasa de clivaje y el daño al ADN (Aitken, 2004). También se 
ha reportado que los ROS producidos durante la criopreservación 
aumentan la fragmentación del ADN en ovinos (Peris et al., 2007) y 
caninos (Sue-Hee et al., 2010). Otros estudios parecen indicar que 
un espermatozoide con daño en su ADN es capaz de fecundar 
ovocitos, sin embargo puede estar relacionado con pérdidas 
embrionarias tempranas, disminución de la tasa de implantación y 
alta incidencia de anormalidad estructurales en embriones 
implantados (Wai-sum et al., 2006).

Figura 1: Producción de ROS durante el proceso de 
criopreservación de semen ovino. Efecto de la adición de 
antioxidantes (1mM) a los 10°C.

Sin embargo, los ROS también regulan la fisiología normal del 
espermatozoide. El anión superóxido (O2.-)  y el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) participan en la inducción de eventos 
fisiológicos del espermatozoide como capacitación espermática, 
hiperactivación y reacción acrosomal (Aitken y Fisher, 1994; Baker 
y Aitken, 2004). Además los ROS también estarían regulando la 
condensación nuclear, activación de la motilidad espermática, 
hiperactivación, y la fusión espermatozoide-ovocito (Baker y 
Aitken, 2004). 

P R O D U C C I Ó N  D E  R O S  D U R A N T E  
CRIOPRESERVACIÓN

La producción de ROS aumenta durante el proceso de 
criopreservación.  En ese sentido, la gradual reducción de 
temperatura estimula la generación del anión superóxido (O2) en 
espermatozoides bovinos. Asimismo, existe un aumento en los 
niveles de óxido nítrico durante el descongelamiento de 
espermatozoides bovinos (Chatterjee y Gagnon, 2001) y caninos 
(Tselkas et al., 2000). Del mismo modo, en espermatozoides 
caninos (Sue-Hee et al., 2010) y porcinos (Sue-Hee et al., 2011), los 
niveles de peróxido de hidrógeno intracelular se encuentran 
aumentados luego del proceso de criopreservación. En humanos, 
la producción de ROS aumenta significativamente durante el 
proceso de enfriamiento, con los máximos niveles observados a los 
4°C (Wang et al., 1997; Saleh y Agarwal, 2002). Similares resultados 
han sido encontrados en espermatozoides de ovino (Santiani, 
2003). Sin embargo, los niveles de ROS son extremadamente bajos 
en espermatozoides incubados a temperaturas inferiores a cero y en 
espermatozoides descongelados (Wang et al., 1997). Debido a que 
la formación de ROS es parte de la actividad metabólica de las 
células, es probable que los ROS disminuyan por efecto de la 
c o n g e l a c i ó n  y a  q u e  l a  v i a b i l i d a d  d i s m i n u y e .  

Además, la disminución de la actividad enzimática en temperaturas 
muy reducidas también explicaría los bajos niveles de ROS 
observados en espermatozoides congelados y descongelados. 

ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando está presente en 
bajas concentraciones en comparación con un sustrato oxidable, 
reduce o inhibe significativamente la oxidación de dicho sustrato 
(Halliwell, 1995). Los antioxidantes impiden que otras moléculas se 
unan al oxígeno, al reaccionar e interactuar más rápido con las 
especies reactivas de oxígeno en un determinado microambiente. 
La acción de los antioxidantes es de sacrificio de su propia 
integridad molecular para evitar alteraciones de otras moléculas 
(Venereo, 2002). Intracelularmente, los principales mecanismos 
antioxidantes son las enzimas catalasa, glutation peroxidasa y 
superóxido dismutasa, sin embargo, el espacio disponible para 
estas enzimas en bastante limitado en los espermatozoides. 
Además de las enzimas, existen moléculas presentes en el plasma 
seminal como la transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina y 
albúmina, las cuales se unen a metales de transición de tal forma que 
éstos no estimulen las reacciones de los radicales libres. Otro grupo 
de antioxidantes lo constituyen el ácido ascórbico y ácido úrico, los 
cuales rompen las cadenas de oxidación al eliminar radicales 
peroxilo (Ochsendorf  et al., 1997). Los antioxidantes exógenos 
actúan  como moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al 
radical libre (Venereo, 2002). 

Figura 2: Producción de ROS, peroxidación lipídica, porcentaje de 
motilidad y viabilidad de semen congelado de ovino.

Cuadro 1. Clasificación de los antioxidantes según el sitio donde 
ejercen su acción
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C R I O P R E S E R V A C I Ó N  D E  S E M E N  C O N  
ANTIOXIDANTES

El proceso de criopreservación de semen está relacionado con un 
aumento de ROS (Wang et al., 1997; Saleh y Agarwal, 2002, Santiani, 
2003) y disminución de la actividad de enzimas antioxidantes 
presentes en el plasma seminal (Álvarez y Storey, 1992; Bilodeau et 
al., 2001).  En ese sentido, se han realizado algunos estudios en 
ovinos (Watson y Anderson, 1983; Askari et al., 1994; Ollero et al., 
1997; Sánchez-Partida et al., 1997, Santiani, 2003) y bovinos (Foote 
et al., 2002) para determinar si la adición de antioxidantes al semen 
previo al proceso de congelamiento reduce el daño peroxidativo 
causado por ROS.

En ovinos, la adición de 2-4 mM de hidroxitolueno butilado 
(Watson y Anderson, 1983), alfa tocoferol (Askari et al., 1994; 
Ollero et al., 1997), lactoalbúmina, seroalbúmina (Ollero et al., 1997) 
y 25–50 mM de taurina (Sánchez-Partida et al., 1997) mejoran 
significativamente la motilidad, vitalidad e integridad de membrana 
luego del proceso de congelamiento-descongelamiento. No 
obstante, Sánchez-Partida et al. (1997) refieren que la adición de 
taurina no produce ningún efecto en la fertilidad. Otros 
antioxidantes como ácido ascórbico (Askari et al., 1994), 
hipotaurina ó carnosina (Sánchez-Partida et al., 1997) no mejoran la 
función espermática luego del proceso de congelamiento-
descongelamiento. Por el contrario, la adición de carnosina y ácido 
ascórbico en concentraciones mayores a 50 mM reducen 
significativamente la motilidad (Sánchez-Partida et al., 1997).

CRIOPRESERVACIÓN DE SEMEN CON ANÁOLOGOS 
DE SUPEÓXIDO DISMUTASA

Los radicales nitróxidos, Tempo y Tempol, tienen actividad similar 
a la superóxido dismutasa (SOD) (Mitchell et al., 1990) y en 
comparación con la SOD, el Tempo y Tempol son de bajo peso 
molecular, altamente solubles y penetran la membrana celular 
fácilmente (Luo, 2001). En consecuencia, la adición de estos 
antioxidantes al medio de dilución debería mejorar la calidad de 
semen luego del proceso de congelamiento-descongelamiento. Sin 
embargo, el efecto del Tempo y Tempol en la calidad seminal no 
está bien estudiado. Uno de los primeros trabajos sobre 
criopreservación de semen con estos antioxidantes fue realizado en 
bovinos. En esta especie, la adición de Tempo y Tempol al medio 
previo al congelamiento no produjo ningún efecto en la motilidad 
esper mática luego del  proceso de congelamiento-
descongelamiento (Foote et al., 2002). Similares resultados son 
reportados por Coutinho da Silva et al. (2008), quienes han utilizado 
entre 0.7 a 6 mM de Tempol para congelar semen de equino o 
espermatozoides obtenidos del epidídimo (Johnson y Coutinho da 
Silva, 2008) en un dilutor en base a leche descremada.

Dichos resultados negativos o neutros del Tempo y Tempol pueden 
ser explicados porque de acuerdo a lo descrito por Santiani (2003), 
los niveles de ROS durante el proceso de criopreservación se 
incrementan recién al final de la curva de enfriamiento y por lo 
tanto su adición junto al dilutor estaría causando un efecto tóxico 
sobre los espermatozoides. En ese sentido, Santiani (2003) refiere 
que la adición de Tempo y Tempol 1 mM a los 35°C a un dilutor en 
base a leche. 
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descremada, causa una disminución significativa de la motilidad, en 
forma similar a lo descrito por Foote et al. (2002). Sin embargo, 
cuando se adicionan estos antioxidantes a los 5°C, es decir al final 
de la curva de enfriamiento, se consigue una motilidad superior al 
grupo control (Santiani, 2003). Similares resultados son reportados 
por Ruiz et al. (2007) quienes congelaron semen de ovino en un 
dilutor en base a Tris junto con Tempo 0.5 mM, el cual fue 
adicionado al final de la curva de enfriamiento.

Cuadro2:  Efecto de la adición de antioxidantes (control, tempo 
1mM, tempol 1mM para la criopreservacion de espermatozoides 
de alpaca.

CONCLUSIONES

La utilización de los antioxidantes análogos de superóxido 
dismutasa (Tempo y Tempol 1mM) como parte del dilutor para 
la criopreservación de espermatozoides de ovinos y alpaca 
previene parcialmente la pérdida de motilidad, pérdida de la 
integridad funcional de membrana y la fragmentación del ADN 
espermático.
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