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Introducción

Las tasas de fertilidad en ovejas insemina-
das con semen congelado son reducidas
debido a que la proporción de espermato-
zoides viables es afectada por procesos co-
mo el enfriamiento, congelamiento y des-

congelamiento. Durante el proceso de
criopreservación existe un incremento sig-
nificativo en la producción de especies re-
activas de oxígeno (ROS) (WANG y col.,
1997). En ese sentido, el potencial daño ce-
lular y disminución de la motilidad esper-
mática podrían aumentar debido a la ge-
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de los antioxidantes Tempo y Tempol en la cali-
dad de espermatozoides ovinos durante la criopreservación. Se evaluó el momento de adición de ca-
da antioxidante durante el enfriamiento observándose una mejor motilidad y viabilidad espermática
con la adición del antioxidante a 10 °C. También se evaluaron concentraciones de los antioxidantes
Tempo y Tempol. Los mejores resultados en motilidad y reacción de acrosoma fueron obtenidos con
Tempo 1mM. Los niveles de ROS y peroxidación lipídica en el grupo Tempo 1mM también fueron me-
nores. Estos resultados sugieren que la peroxidación lipídica reduce la motilidad espermática y deses-
tabiliza la membrana plasmática, mientras que la adición de Tempo 1mM protege a los espermato-
zoides ovinos de este estrés oxidativo durante el proceso de criopreservación.
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SUMMARY

The aim of the present work was to study the effect of the antioxidant Tempo and Tempol in the quality
of sheep sperms during the criopreservación. There was evaluated the moment of addition of
antioxidant during the cooling being observed a better motility and spermatic viability with the
addition of the antioxidant was to 10 °C. Also there were evaluated concentrations of the antioxidant
Tempo and Tempol. The best results in motility and acrosoma reaction they were obtained with Tempo
1mM. ROS’s levels and lipidic peroxidation in the group Tempo 1mM also they were minor. These
results suggest that the lipidic peroxidation decrease the spermatic motility and destabilizes the
plasmatic membrane, whereas Tempo’s addition 1mM protects to the sheep sperms of this oxidative
stress during the process of criopreservation.
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neración de ROS. Es por ello que los objeti-
vos del presente trabajo fueron estudiar la
producción de ROS y peroxidación lipídica
durante el proceso de criopreservación de
semen ovino y evaluar el efecto de la adi-
ción de los antioxidantes.

Material y métodos

El estudio se realizó en los laboratorios del
CEBIOR de la Universidad de La Frontera. El
semen fue colectado de 6 carneros Romney
March utilizando una vagina artificial. El di-
luyente fue preparado en base a leche des-
cremada y 5% de yema de huevo (v/v). La
segunda fracción del diluyente fue prepara-
da en base a la primera fracción suplemen-
tada con fructosa, penicilina, estreptomici-
na y glicerol 1M. Método de congelamiento.
El semen diluido fue enfriado a una veloci-
dad de 1 °C/3 minutos, desde los 35 °C has-
ta los 5 °C. Luego, fueron expuestas durante
15 minutos a vapores de nitrógeno líquido,
antes de ser sumergidas en el tanque de ni-
trógeno líquido.

Procedimiento metodológico. Experi-
mento 1: Se formaron los siguientes
grupos: (T1) sin antioxidante; y adición
del antioxidante a los (T2) 35 °C; (T3) 35
y 5 °C y (T4) 10 °C, tanto para Tempo co-
mo para Tempol. Experimento 2: Se
evaluaron diferentes concentraciones
de cada antioxidante (control, 0,5, 1,0 y
2,5 mM). La evaluación de la produc-
ción de ROS, peroxidación y capacita-
ción espermática fue realizada en los
grupos control, Tempo 1 mM y Tempol
1 mM En los grupos con antioxidantes,
éstos fueron adicionados durante la
curva de enfriamiento, a los 10 °C.

Evaluación de semen. Se evaluó motili-
dad progresiva y la viabilidad e integri-
dad acrosomal fue realizada mediante
la técnica de doble tinción descrita por
DIDION y col. (1989). La evaluación de la
capacitación fue realizada mediante la

inducción de la reacción del acrosoma
con 5 mM de calcio ionóforo A23187.
Los niveles de ROS fueron medidos me-
diante el método de quimioluminis-
cencia. Los niveles de ROS fueron ex-
presados en unidades relativas de
quimioluminiscencia (RLU). La peroxi-
dación lipídica fue evaluada a través de
la medición del malondialdehido por el
método del Ácido Tiobarbitúrico (TBA).

Resultados y discusión

Los resultados de los experimentos se ob-
servan en la figura 1. Los mejores porcenta-
jes de motilidad y viabilidad se obtuvieron
cuando el antioxidante se adicionó a los 10
°C. La mejor concentración para Tempo y
Tempol fue 1 mM. Los mayores niveles de
ROS fueron observados a 5 °C, en forma si-
milar a lo reportado en humanos por WANG

y col. (1997). La adición de antioxidantes
disminuyó ligeramente la producción de
ROS. La mayor producción de ROS y peroxi-
dación lipídica en el presente trabajo se ob-
servó en el grupo control, el cual tuvo los
menores porcentajes de motilidad y viabili-
dad espermática. En consecuencia, la pérdi-
da de motilidad y viabilidad espermática
producida durante el proceso de criopre-
servación podría ser consecuencia de la
producción de ROS durante el periodo de
enfriamiento celular. De esta manera, la
pérdida de motilidad espermática ha sido
revertida por la adición de Tempol a los di-
luyentes durante la refrigeración de esper-
matozoides de ovino (MARA y col., 2002).
Los grupos Tempo y Tempol tuvieron un
menor porcentaje de espermatozoides que
respondieron a la inducción de la reacción
acrosomal. Existen evidencias que ROS in-
ducen la capacitación en espermatozoides
humanos y que la adición de antioxidantes
bloquea este proceso en espermatozoides
de hámster (BIZE y col., 1993) a través de la
inhibición de la fosforilación de proteínas
en residuo tirosina (AITKEN y col., 1995).
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Conclusiones

Los antioxidantes Tempo y Tempol redu-
cen la producción de ROS y peroxidación li-

pídica durante la criopreservación de se-
men ovino, evitando la pérdida de motili-
dad, viabilidad y reduciendo la capacita-
ción prematura.

Figura 1. Efecto de la adición de antioxidantes en la calidad de semen ovino criopreservado.
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