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Resumen
Membrillo-Ortega, A.; Córdova-Izquierdo, A.; Hicks-Gómez, J.J.; Valencia-Méndez, 
J.J.; Castillo-Juárez, H.: Efecto de la adición de antioxidantes en el diluyente de semen 
de macho cabrío antes de congelar y después de descongelar. Rev. vet. 22: 2, 85-90, 2011. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antioxidante de las vitaminas C y E en el se-
men de macho cabrío antes y después de descongelar y su efecto sobre la condensación de la 
cromatina espermática y el grado de oxidación de los espermatozoides. Se utilizaron cuatro 
machos cabríos de la raza Alpino Francesa y se analizaron ocho eyaculados de cada semen-
tal. Cada eyaculado fue dividido en cuatro grupos: control, con vitamina C, con vitamina E 
y combinación de C+E. La determinación de la condensación de la cromatina espermática 
se realizó mediante citometría de flujo, utilizando el fluorocromo yoduro de propidio. Los 
resultados no mostraron diferencia estadísticamente significativa en el semen antes de con-
gelar y después de descongelar (p > 0,05), lo cual indica que con la adición de antioxidantes, 
la condensación de la cromatina espermática no registró variaciones. Para valorar el grado 
de oxidación de los espermatozoides se utilizó la reacción del ácido tiobarbitúrico, la cual 
puede detectar peroxidación de los lípidos de la membrana espermática. Se encontró que 
antes de congelar el semen no hubo diferencia estadísticamente significativa entre los gru-
pos control, con vitamina C, con vitamina E y combinación de C+E (p > 0,05). Después de 
descongelar las muestras hubo diferencia significativa entre el grupo control y la mezcla de 
vitaminas C+E; se estimó que la combinación de antioxidantes redujo el estrés oxidativo (p < 
0,05), siendo menor la cantidad de nanomoles de malondialdehido por miligramo de proteína. 
Se concluye que la adición de antioxidantes al diluyente, puede reducir el estrés oxidativo 
causado por la congelación y descongelación de los espermatozoides; sin embargo, no hubo 
efecto alguno sobre la condensación de la cromatina espermática. 

Palabras clave: macho cabrío, semen, criopreservación, radicales libres, antioxidantes, pe-
roxidación lipídica.

Abstract
Membrillo-Ortega, A.; Córdova-Izquierdo, A.; Hicks-Gómez, J.J.; Valencia-Méndez, 
J.J.; Castillo-Juárez, H.: Effect of the addition of antioxidants in the extender of semen 
of male goat before freezing and after thawing. Rev. vet. 22: 2, 85-90, 2011. The aim of this 
study was to evaluate the effect of vitamins C and E as antioxidants in goat semen before 
freezing and after thawing and their effect on sperm chromatin condensation and degree of 
oxidation of sperm. Four French Alpine males were used. Eight semen samples of each male 
were analyzed. Each ejaculate was divided into four groups: control, vitamin C, vitamin E 
and combination of C+E. The determination of the condensation of sperm chromatin was 
performed by flow cytometry using fluorochrome propidium iodide. Results showed no sta-
tistically significant difference in semen before and after freezing (p> 0.05), indicating that 
the addition of antioxidants did not cause variations in the condensation of sperm chromatin. 
To assess the degree of oxidation of sperm before and after freezing, thiobarbituric acid 
reaction was used, which can detect lipid peroxidation of sperm membrane. Before freez-
ing semen, no statistically significant difference was found between the analyzed groups: 
control, vitamin C, vitamin E and combination of C+E (p> 0.05). After thawing the samples 
of the same groups, statistically significant difference between the control and the mixture 
of vitamins C+E was found (p< 0.05), perhaps because the mixture of antioxidants reduced 
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oxidative stress; the quantity of nanomoles of malondialdehyde for milligram of protein was 
smaller. We conclude that the addition of antioxidants to the diluent can reduce the oxidative 
stress caused by freezing and thawing of sperm cells; on the contrary, there was no effect on 
chromatin condensation.

Key words: male goat, semen, cryopreservation, free radicals, antioxidants, lipid peroxida-
tion.

INTRODUCCIÓN

El éxito de la congelación del semen depende de 
numerosos factores peculiares de cada especie y deben 
ser optimizados de acuerdo al tipo de semen que se va 
a preservar. Para la fecundación del ovocito de la vaca, 
se necesitan menos millones de espermatozoides que 
en la cerda, la cual requiere cantidades sensiblemente 
mayores. Esta diferencia cuantitativa entre las especies 
constituye una desventaja cuando se utiliza semen crio-
preservado, debido a la menor supervivencia espermá-
tica inducida por el proceso de congelación 18 . 

El proceso de congelación de semen da como resul-
tado un aumento en el número de células apoptóticas 
en comparación con el semen fresco 1 . Durante la crio-
preservación del semen, el estrés provoca daños en la 
integridad de la membrana con la consecuente pérdida 
de la motilidad y viabilidad, por lo cual la fertilidad del 
semen congelado es más baja comparada con el semen 
fresco, debido a la pérdida de capacidad de fecunda-
ción 20 . Dentro de los principales factores perjudiciales 
durante la criopreservación figuran los ocasionados por 
los radicales libres que se forman en este proceso 8 sien-
do los responsables del daño oxidativo 3 .

El daño a bajas temperaturas ocurre en la mem-
brana plasmática, en la membrana acrosomal, en la 
mitocondria y en la vaina del axonema 24 y aunque 
fisiológicamente se forman radicales libres durante la 
respiración mitocondrial, es importante tener en cuenta 
que las anomalías en la mitocondria pueden contribuir 
a la producción excesiva de los radicales libres 30 . La 
generación de especies reactivas del oxígeno (ROS) por 
espermatozoides dañados tiene un impacto negativo 
sobre las células viables restantes, ya que representa 
un daño acumulativo para los espermatozoides que son 
almacenados 3 . 

Entre las ROS destacan fundamentalmente el anión 
superóxido (O2

.-), el hidroxilo (.OH) y el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) 

27. Este último, a pesar de ser un ra-
dical libre, es la molécula que más se ha involucrado en 
el daño de los espermatozoides de equino. El peróxido 
de hidrógeno es una molécula muy reactiva y puede ser 
precursora de radicales hidroxilo en presencia de meta-
les de transición 17 . La reacción inicial de la oxidación 
de los ácidos grasos consiste en una lipoperoxidación y 
es generada por las ROS que inducen una reacción en 
cadena, provocando un rompimiento de dobles enlaces 
en los lípidos de las membranas 28 . 

En espermatozoides humanos las ROS dañan los 
fosfolípidos de la membrana y están implicados en la 

infertilidad masculina 23 . Los cambios en el conteni-
do de los lípidos pueden ser explicados por la lisis de 
los fosfolípidos de la membrana seguidos por cambios 
del metabolismo celular interno o por una compleja 
combinación de lisis, metabolismo y peroxidación. La 
peroxidación de los ácidos grasos puede ser analizada 
por medio de la cuantificación de malondialdehido, un 
indicador de lipoperoxidación de los lípidos de la mem-
brana celular 22 .

Las ROS cumplen una importante función en la fi-
siología espermática normal, ya que pueden activar al 
espermatozoide en la fecundación 17 ; un desequilibrio 
entre su producción y degradación causa efectos adver-
sos sobre el espermatozoide 5 , provocando un estrés oxi-
dativo que se ha definido como un desequilibrio entre 
los agentes oxidantes y los mecanismos antioxidantes. 
Estos últimos involucran sistemas enzimáticos y molé-
culas orgánicas diversas entre las que se incluyen las 
vitaminas E y C, que cumplen su función antioxidante 
al disminuir el porcentaje de peroxidación lipídica 2 .

La vitamina C al donar electrones al radical to-
coperoxil de la vitamina E oxidada recicla la función 
antioxidante del a-tocoferol, ayudando a proteger a la 
membrana lipídica de la peroxidación, por lo cual la 
vitamina E sólo puede ser efectiva en combinación con 
la vitamina C 12 . Además se ha demostrado que con el 
proceso de congelación y descongelación, la cromatina 
espermática sufre importantes cambios que pueden in-
fluir en una muerte embrionaria temprana 14 . 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de 
las vitaminas C y E como antioxidantes en el semen 
de macho cabrío antes de congelar y después de des-
congelar, así como su efecto sobre la condensación de 
la cromatina espermática y grado de oxidación de los 
espermatozoides.

MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales. Se utilizaron 4 machos cabríos de la raza 
Alpino Francesa, de probada fertilidad, entre 2 y 4 años 
de edad, mantenidos en corrales individuales en las 
instalaciones del Centro de Enseñanza Práctica e In-
vestigación en Producción y Salud Animal (CEPIPSA) 
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de 
la Universidad Nacional Autónoma de México, alimen-
tados con una ración de ensilado de maíz y alimento 
balanceado comercial. 

Colección de semen. Se obtuvieron 8 eyaculados 
por semental; la colección del semen se realizó por 
medio de una vagina artificial a una temperatura inter-
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na de 42°C. Una vez colectado el semen se colocó en 
bañomaría a 37°C para valorar parámetros como volu-
men, movilidad y concentración.

Valoración seminal. El volumen del eyaculado fue 
determinado en un tubo colector graduado; la movili-
dad en masa y la movilidad individual fueron determi-
nadas con una microgota 20 ml de semen colocada en 
un portaobjetos a 37°C y observada en microscopio de 
contraste de fase con una magnificación de 100x. La 
movilidad individual fue obtenida por observación de 
semen entre porta y cubreobjeto, valorándose de acuer-
do a la siguiente escala: 1: movimiento no perceptible, 
2: movimiento débil con formación de alguna ola, 3: 
movimiento lento con olas, 4: movimiento vigoroso 
con moderada rapidez de olas y remolinos, 5: denso, y 
movimiento muy rápido con olas y remolinos 26. 

Concentración espermática. El número de esper-
matozoides fue determinado en el semen fresco con 
una cámara de Neubauer 6 .

Lavado de semen. Las muestras de semen fueron 
centrifugadas a 300 X g por 15 min para remover el 
plasma seminal, para lo cual se utilizó un medio de la-
vado a 37°C, en una proporción de 1:10. El medio de 
lavado contenía los siguientes ingredientes: 1,60 g de 
TRIS (hidroximetil aminometano), 1,89 g de glucosa 
y 1,48 g de ácido cítrico en 100 ml de agua destilada. 
Se separó el plasma seminal y el precipitado celular se 
resuspendió en un medio de dilución definitivo, cuyos 
componentes fueron los mismos del medio de lavado 
más 20% de yema de huevo y 6% de glicerol.

Adición de antioxidantes. Para la adición de an-
tioxidantes en cada tratamiento se tomaron 20 ml del 
medio de dilución definitivo formando cuatro grupos: 
grupo testigo, grupo con 5 mg/ml de vitamina C, grupo 
con 5 mg/ml de vitamina E y grupo con 5 mg/ml de 
cada una de las vitaminas C y E.

Criopreservación espermática. El semen diluido 
fue envasado en pajillas de 0,5 ml y fueron selladas 
con perlas de cristal. La carga por pajilla fue de 100 
millones de espermatozoides. Las pajillas fueron pre-
viamente rotuladas con el número de semental y el tra-
tamiento, tras lo cual fueron puestas en bañomaría a 
37°C y enfriadas a 5°C en un tiempo aproximado de 2,5 
horas. Una vez alcanzados los 5°C, las pajillas fueron 
colocadas en posición horizontal y expuestas a vapores 
de nitrógeno líquido durante 20 minutos a una altura 
aproximada de 5 cm por encima del nivel de nitróge-
no. Inmediatamente después fueron sumergidas en el 
termo de nitrógeno líquido y almacenadas hasta su de-
terminación 7, 14 .

Descongelación de las muestras. La descongela-
ción de las pajillas se realizó en bañomaría a 37°C du-
rante 15 segundos.

Análisis de la condensación de la cromatina es-
permática. Para ello se utilizó el kit (Cycle TestTM Plus 
DNA Reagent kit, Cat. Nº 340242, Becton Dickinson, 
San José, CA, USA), constituido por tres soluciones. 
La solución A contenía tripsina para la degradación 
enzimática y digestión de membranas y citoesqueleto 

celular; la solución B: un inhibidor de tripsina y ribo-
nucleasa para degradar el ARN; y la solución C: yoduro 
de propidio (IP).

Preparación de las muestras. Las muestras de 
semen fueron analizadas antes y después de la conge-
lación. Para su análisis se tomaron 10 ml de semen de 
cada tratamiento, para obtener una concentración final 
de 2 millones de células espermáticas. Cada una de las 
muestras fue colocada en tubos de plástico y se les adi-
cionó 2 ml de amortiguador fosfato de sodio (PBS), se 
mezclaron en vórtex y posteriormente se centrifugaron 
a 300 X g por 5 min y se retiró el sobrenadante, nueva-
mente se les adicionó 2 ml de la misma solución amor-
tiguadora, las muestras fueron centrifugadas a 400 X g 
por 5 minutos y el sobrenadante fue desechado; inme-
diatamente después se añadieron 250 ml de la solución A 
del kit cycle testTM plus DNA reagent; se mezclaron sua-
vemente y se dejaron incubar 10 min a temperatura am-
biente. Transcurrido este tiempo se añadieron 200 ml de 
la solución B, se mezclaron suavemente y se incubaron 
por 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se 
agregó la solución C dejando incubar por otros 10 minu-
tos en la oscuridad y en refrigeración a 4°C . Al cabo de 
este tiempo se analizaron por citometría de flujo.

Evaluación de estrés oxidativo. Para determinar 
el grado de estrés oxidativo, se evaluó la presencia de 
malondialdehído mediante la reacción del ácido tiobar-
bitúrico (TBA), antes y después de congelar las mues-
tras. De cada tratamiento se tomaron 200 ml y fueron 
diluidos con 600 ml de agua destilada, (dilución 1:4) 
se mezclaron en vórtex y se centrifugaron a 2500 rpm, 
posteriormente se separó el sobrenadante y el paquete 
celular fue desechado. Se colocaron 40 ml del sobrena-
dante de cada tratamiento en tubos de ensayo de cristal 
con tapa de rosca, junto con 60 ml de agua bidestilada y 
1 ml de TBA al 0,375% en ácido clorhídrico (HCI) 0,2 
N. A continuación las muestras se hirvieron en baño-
maría durante 15 min, se dejaron enfriar y se les adi-
cionaron 500 ml de ácido clorhídrico 0,2 N y finalmente 
las muestras se leyeron en un espectrofotómetro a una 
longitud de onda 532 nm. Cada tratamiento se realizó 
por duplicado, utilizándose 1,1,3,3 tetrametoxipropano 
como estándar. Los resultados fueron expresados en 
nanomoles de malondialdehído (MDA) por miligramo 
de proteína (nm MDA/mg de proteína) 21 .

Análisis estadístico. Las estadísticas descriptivas 
incluyeron media aritmética y desvío estándar (x ± DE). 
La significación del grado de oxidación de los lípidos 
de la membrana plasmática y el grado de condensa-
ción de la cromatina espermática, antes y después de 
descongelar, fueron obtenidos por análisis de varianza 
(ANOVA) a una vía.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la mo-
tilidad espermática, después de la descongelación en 
todos los grupos analizados. La Tabla 2 muestra los 
resultados de la condensación-descondensación de la 
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cromatina espermática, en los diferentes tratamientos; 
antes de congelar y después de descongelar. El ANO-
VA del grado de condensación de la cromatina antes y 
después del congelado reveló que las diferencias entre 
tratamientos fueron no significativas (p > 0,05).

No hubo diferencias estadísticamente significati-
vas entre los grupos analizados antes de congelar para 
la disminución del grado oxidativo (p > 0,05), lo cual 
indica que la adición de antioxidantes no ejerció efecto 
protector en los ácidos grasos de las membranas plas-
máticas de los espermatozoides. 

Después de desconge-
lar, el grupo testigo tuvo 
una protección 6,76 % 
mayor que el grupo con 
vitamina C, lo cual indi-
ca que la vitamina C sola 
tuvo un efecto pro-oxidan-
te. El grupo con vitamina 
E reveló una protección 
9,8% mayor al grupo testi-
go y 15,84% más alta que 
el grupo con vitamina C, 
pero el efecto protector de 
la vitamina E fue menor 
que el proporcionado por 
la combinación de vita-
minas C+E que fue de un 
25,5% mayor que el grupo testigo y 30,5% mayor que el 
grupo con vitamina C, así como una protección 17,44% 
mayor con la combinación de vitaminas C+E compa-
rado con el efecto de la vitamina E sola (p< 0,05). En 
concordancia, la cantidad de malondialdehido (indica-
dor de lipoperoxidación), expresada en nanomoles por 
miligramo de proteína, fue significativamente menor 
para la combinación de vitaminas C + E.

DISCUSIÓN

Se han adicionado antioxidantes al medio de dilu-
ción de semen de los machos reproductores para mi-
nimizar los daños causados por las ROS y evitar la 
peroxidación. Los antioxidantes investigados fueron 
súperoxido dismutasa, catalasa, citocromo C, glutation 
peroxidasa, butil hidroxitolueno, butil hidroxianisol, 
n-propil galato, mesilato de deferoxamina, vitamina 
E, vitamina C y albúmina sérica bovina, probados en 
semen de carnero, pavo, equino 4 , búfalo 25 y bovino 
9, 10, 15, 16 . 

Por otra parte la citometría de flujo puede valorar 
múltiples características celulares de manera precisa 
y objetiva, como células espermáticas apoptóticas 1 , 
viabilidad espermática, función de las mitocondrias y 
estructura de la cromatina 11 ; también se puede eva-
luar la condensación de la cromatina espermática y la 
estabilidad del núcleo 7, 14 , aunque la estructura de la 
cromatina puede variar entre los individuos y entre los 
eyaculados 11 . 

La calidad de la estructura de la cromatina es un 
factor importante en la fecundación. En este estudio se 
encontró que no hubo diferencia en la condensación de 
la cromatina espermática antes de congelar y después 
de descongelar, lo cual contrasta con reportes que afir-
man que el semen de porcino congelado y desconge-
lado tuvo una menor absorción de yoduro de propidio 
indicando una compactación o mayor condensación de 
la cromatina, comparado con espermatozoides frescos 
14 . La fertilidad de los machos reproductores puede re-
lacionarse con los defectos de la cromatina provocados 
por un aumento en la susceptibilidad a la desconden-
sación, aunque durante la espermatogénesis y el trans-
porte por el epidídimo hay una condensación de la cro-
matina espermática. Sin embargo, en el momento de 
la fecundación es necesario una descondensación, ya 
que alteraciones en la estructura de la cromatina son 
asociadas con infertilidad. La fertilidad del semen con-
gelado es menor que la del semen fresco, la congelación 
causa apoptosis de las células espermáticas, fragmen-
tación y mayor condensación del DNA espermático 1 . 
Además, la estructura de la membrana espermática su-
fre cambios durante el periodo de equilibrio, así como 
en el proceso de congelación y descongelación, dismi-
nuyendo la proporción de espermatozoides vivos.

En nuestro estudio se utilizó vitamina C y vita-
mina E por separado y en combinación. Son antioxi-
dantes que se encuentran tanto en el medio intra como 
extracelular; el a-tocoferol se localiza en las membra-
nas celulares. En este análisis con la mezcla de estos 
antioxidantes hubo un efecto significativo en el man-

Tabla 2. Grados de condensación de la cromatina espermática antes de congelar y 
después de descongelar (x ± DE)

Test.1 Test.2 Vit.C1 Vit.C2 Vit.E1 Vit.E2 C+E1 C+E2
282.25 295.07 265.78 251.39 297.95 241.25 280.81 257.11
272.65 289.36 206.86 269.26 288.11 289.52 243.76 280.92
282.25 295.37 265.78 - 297.95 257.38 292.06 269.01
289.74 273.75 289.97 - 305.24 286.38 271.40 272.40
265.45 - 270.75 - 279.18 - - -
278.46
±9.47

288.48
±10.23

259.82
±31.24

260.32
±12.63

293.68
±10.14

268.60
±23.26

272.0
±20.63

269.86
±9.86

Test.1: testigo antes de congelar, Test.2: testigo después de descongelar, Vit.C1: vitamina C 
antes de congelar, Vit.C2: vitamina C después de descongelar, Vit.E1: vitamina E antes de 
congelar, Vit.E2: vitamina E después de descongelar, C+E1: vitaminas C+E antes de conge-
lar, C+E2: vitaminas C+E después de descongelar 

Tabla 1. Promedio de motilidad de los espermatozoi-
des expresado en % después de descongelar el semen.

testigo vitamina C vitamina E vitaminas C+E
40 30 60 60
45 40 50 40
45 30 60 70
40 30 50 70

Cada número corresponde al promedio de 8 eyaculados de 
cada macho y de cada tratamiento (384 pajillas analizadas 
en total).
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tenimiento de la motilidad comparada con el grupo 
testigo, lo cual contrasta con lo reportado por autores 
que encontraron que la combinación de antioxidantes 
no mejora significativamente el mantenimiento de esta 
característica espermática 4 . En este trabajo, la combi-
nación de antioxidantes C+E, redujo significativamente 
el grado de estrés oxidativo en relación al grupo testigo, 
después de descongelar los espermatozoides. 

La vitamina C expresa uno de los mecanismos de 
defensa contra las ROS 19 ; además, puede prevenir el 
daño oxidativo en macromoléculas semejantes al ADN, 
lípidos y proteínas por una protección antioxidante en 
fluidos biológicos de animales y seres humanos, pero 
no influencia el porcentaje de motilidad progresiva de 
los espermatozoides en almacenamiento, por una re-
ducción del pH. En semen de pavo, la vitamina C no 
mejoró la motilidad, lo cual concuerda con lo encon-
trado en este estudio, ya que al adicionar la vitamina 
C sola no hubo una diferencia en la motilidad de los 
espermatozoides, cuando se compararon con el grupo 
testigo. La suplementación de vitamina C y E como an-
tioxidantes en el agua de bebida en conejos mejoró la 
calidad de semen al reducir la producción de radicales 
libres 29 , ya que hay una estabilidad oxidativa del se-
men, relacionada con el consumo de a-tocoferol y de 
vitamina C 13 . La vitamina E puede tener efectos ad-
versos sobre la motilidad de los espermatozoides, ya 
que puede actuar como antioxidante o pro-oxidante al 
inhibir o facilitar la peroxidación, esta actividad pro-
oxidante del α-tocoferol es prevenida por el ascorbato 
que actúa como un pro-antioxidante 12 .

En conclusión, el proceso de congelación-descon-
gelación de semen, genera especies reactivas del oxí-
geno que dañan las membranas de los espermatozoides. 
En este estudio, la combinación antioxidante de vita-
minas C + E redujo el grado de oxidación de la mem-
brana espermática de manera sinérgica, dando como 
resultado una mayor calidad en la conservación de los 
espermatozoides en estado congelado, con manteni-
miento de la motilidad. Sin embargo, los antioxidantes 
utilizados no tuvieron efecto sobre la condensación-
descondensación de la cromatina espermática. Los re-
sultados de este ensayo aportan a la optimización de 
la preservación del semen congelado de macho cabrío.
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