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Resumen: El proceso de congelación de espermatozoides porcinos produce alteraciones de la inte-
gridad de sus membranas, que pueden variar según el perfil de ácidos grasos o la composición de 
los medios utilizados. El objetivo de este estudio fue determinar las posibles variaciones individuales 
en la calidad seminal durante el proceso de congelación de semen porcino y sus respuestas ante 
modificaciones del medio, como el uso de diferentes gradientes del crioprotector o la inclusión de un 
antioxidante in vitro. Al analizar el efecto del tratamiento (temperatura según etapa del proceso), se 
observaron descensos de la calidad seminal muy marcados en la mayoría de los parámetros (mo-
tilidad, porcentaje de espermatozoides vivos y de acrosomas normales, P < 0,001), a excepción de 
las anomalías espermáticas. Las variaciones individuales tendieron a asociarse con diferencias en 
la motilidad, si bien no fueron de significación estadística (P < 0,2). Los mejores valores de calidad 
seminal se obtuvieron con el uso de hasta un 4 % de glicerol y de 0,5 % de dodecil sulfato de sodio. 
El agregado de un antioxidante natural a base de licopeno in vitro a muestras obtenidas durante 
la criopreservación ejerció un efecto protector, ya que los principales ácidos grasos insaturados no 
fueron afectados por el proceso de lipoperoxidación.
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Abstract: The freezing process of boar semen produces changes in the integrity of the membranes, 
which may vary according to the profile of fatty acids to medium composition. The objective of this 
study was to determine possible individual variations in the seminal quality during the freezing pro-
cess in boar semen and the responses to changes in the environment, such as the use of different 
gradients of the cryoprotectant or in vitro inclusion of antioxidants. When the effect of the treatment 
(temperature according to the freezing steps) was analysed, it was observed a marked decline in 
seminal quality for most parameters (motility, percentage of live spermatozoa and with normal acro-
somes, P < 0.001). Individual variations showed a trend towards an effect on motility, even though 
it was not significant (P < 0.2). The best values of seminal quality were obtained with the use of 4 % 
of glycerol and 0.5 % of sodium dodecyl sulphate. The addition of a natural antioxidant based on 
lycopene in vitro in samples obtained during cryopreservation conferred a protective effect because 
major unsaturated fatty acids were not affected by the process of peroxidation.
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Introducción
La congelación de espermatozoides se inicia 

de forma experimental con perspectiva de utilizarla en 
inseminación artificial (IA) en el año 1949. 

En la década del setenta se lograron insemi-
naciones exitosas en cerdas con semen congelado 
(Graham et al 1971, Pursel y Johnson 1971, Crabo 
y Einarsson 1971) y, posteriormente, se publicaron 
dos métodos de congelación que han sido la base de 
los utilizados hasta el día de hoy: en Estados Unidos, 
Pursel y Johnson (1976) congelaron semen en píldoras 
y, en Alemania, Westendorf et al (1975) congelaron 
semen en pajuelas de 5 ml. Ambos métodos utilizan 
diluyentes que están basados en la utilización de yema 
de huevo y glicerol como agentes crioprotectores, una 
concentración elevada de azúcares y la adición de un 
agente detergente.

En los últimos tiempos, los estudios se han cen-
trado en los tipos de envases para semen congelado 
(Eriksson y Rodríguez-Martínez 2000, Eriksson et al 
2002), en las alteraciones que produce la congelación 
en la célula espermática y, especialmente, en la deses-
tabilización que se produce en el sistema antioxidante 
del espermatozoide durante dicho proceso. 

La mayoría de las dosis inseminantes utilizadas 
en la especie porcina están constituidas por semen con-
servado a 15-18 °C, lo que representa el 85 % del total 
de inseminaciones realizadas en el mundo (Johnson 
et al 2000). El uso de semen congelado se encuentra 
limitado a programas de selección, transporte de dosis 
a largas distancias, conservación de poblaciones de 
interés por su escasa cantidad y pruebas que realizan 
los grupos de investigación, debido principalmente a 
que los resultados de fertilidad y prolificidad están en un 
10-20 % y 1-2 lechones, respectivamente, por debajo 
de los obtenidos con semen refrigerado, a pesar de la 
elevada cantidad de espermatozoides por dosis, siendo 
la tasa media de partos del 70 %, aproximadamente.

La actual tendencia en la inseminación artificial 
con semen congelado porcino es reducir la cantidad de 
espermatozoides por inseminación y, en esta línea, se 
están desarrollando nuevas técnicas para la aplicación 
del semen cerca del lugar de fecundación. Con el uso 
del método de inseminación intrauterina profunda, al-
gunos de estos inconvenientes han logrado superarse 
(Martínez et al 2001, Martínez et al 2002, Vázquez et 
al 2008).

El espermatozoide del porcino es muy sensible al 
choque térmico por frío, que produce una alteración de 
la funcionalidad de la membrana espermática compro-
metiendo la viabilidad celular. En numerosos estudios 
se han descripto grandes diferencias en la capacidad 
de congelación que presentan los eyaculados de dis-
tintos machos, las que afectan tanto la viabilidad de 

los espermatozoides tras la descongelación como la 
fertilidad in vivo.

La reducida fertilidad y prolificidad tras la IA con 
semen congelado se debe a los cambios estructurales 
y funcionales que sufren los espermatozoides durante 
el proceso de criopreservación, la disminución de la 
funcionalidad que dichos espermatozoides tienen en 
el tracto genital de las cerdas, las peculiares caracte-
rísticas anatómicas del aparato genital de la hembra 
y la mala calidad de los embriones producidos que 
condicionan su posterior viabilidad.

Las membranas de los espermatozoides son 
ricas en ácidos grasos poliinsaturados y son sensibles 
al daño oxidativo mediado por el proceso de peroxida-
ción lipídica (PL) (Sheweita et al., 2005); ésta es causa 
potencial de infertilidad en machos de numerosas 
especies. El semen del verraco es susceptible al daño 
peroxidativo inducido por el proceso de criopreservación 
(Hernández et al 2007b) debido a la alta proporción 
de ácidos grasos poliinsaturados presentes en sus 
membranas (Cerolini et al 2000). El grado en que los 
espermatozoides pierden movilidad in vitro se correla-
cionan con la tasa de PL que sufren. Los antioxidantes 
son sustancias que, cuando se encuentran presentes 
en bajas concentraciones respecto a los sustratos 
oxidables, retrasan o anulan la oxidación de dicho sus-
trato (Faudale et al., 2008). Existen evidencias de que 
los carotenoides podrían actuar como antioxidantes, 
como el licopeno, que se halla casi exclusivamente en 
el tomate (Lycospersicum esculetum) y sus productos.

El objetivo de este estudio fue determinar po-
sibles variaciones individuales en la calidad seminal 
frente a modificaciones del medio, como el uso de di-
ferentes gradientes del crioprotector o la adición in vitro 
del antioxidante vegetal obtenido del tomate, durante el 
proceso de congelación de semen porcino. 

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron eyaculados obtenidos de cerdos 
provenientes de distintas granjas comerciales o de la 
Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP). Todos los 
animales se encontraban alojados en sistemas confina-
dos y recibían un alimento balanceado de formulación 
comercial, en algunos casos especial para verracos. 
Las muestras enviadas desde las granjas fueron 
recibidas refrigeradas a 15 °C al día siguiente de la 
extracción. En el caso de los padrillos de la Facultad, la 
congelación se realizó en el mismo día de la extracción.

Protocolo de congelación
Se utilizó la técnica de Westendorf (Westendorf 

et al, 1975) con modificaciones. Los medios utiliza-
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dos para el enfriamiento a 5 °C fueron los medios 
comerciales Boarciphos A y B® (IMV-technologies) 
modificados de la siguiente manera: medio A + 20 % 
de yema de huevo y medio B, utilizado previamente 
al envasado y la congelación, con la adición de 20 % 
de yema de huevo y crioprotector. 

Evaluación de la calidad seminal inicial
La motilidad individual y el vigor se evaluaron 

mediante la observación de una gota de la muestra 
(colocada entre porta y cubreobjetos) con aumentos 
de 100X y 400X del microscopio óptico. 

Los resultados de motilidad se expresaron como 
porcentaje de espermatozoides móviles (0-100 %) y 
el vigor en una escala de 0-5. 

La viabilidad se determinó por tinción vital con 
eosina-nigrosina, a partir de un extendido de una mez-
cla homogénea de semen y colorante, y se observó 
en un microscopio óptico a 1000X, contabilizando un 
mínimo de 100 células espermáticas.

Para el estudio de la integridad de la membrana 
acrosomal se hicieron lecturas a partir de extendidos 
de semen fijados en alcohol y teñidos con una solución 
de Pisum sativum agglutinin (PSA) al 5 % en PBS. 
Se observaron en microscopio de fluorescencia, se 
contabilizaron como mínimo 100 células y se calculó 
el porcentaje de espermatozoides con acrosomas 
normales.

Las variaciones en la calidad seminal se estu-
diaron en las siguientes etapas: 1) a 15 °C, 2) a 15 °C 
+ A, luego de la centrifugación y previo al enfriamiento, 
una vez diluido en medio comercial A, 3) 5 °C + A, 
una vez finalizado el enfriamiento; 4) 5 °C + A + B, 
luego de la dilución con medio comercial B, previo 
a la colocación en pajuelas y congelación y 5) en la 
descongelación. En cada etapa se analizó: motilidad, 
vigor, porcentaje de espermatozoides vivos e integri-
dad de la membrana acrosomal.

Protocolo de descongelación
Las pajuelas se mantuvieron congeladas duran-

te un mes, como mínimo. Se descongelaron sumer-
giéndolas en baño térmico a 37 °C durante 1 minuto 
y se realizó inmediatamente la dilución en un medio 
comercial de descongelación a 37 °C, procediéndose 
a su evaluación.

Evaluación de la calidad del semen porcino 
durante el proceso de congelación

1. Efecto de la variabilidad individual
Se utilizaron eyaculados de seis (6) padrillos de 

más de un año, de línea terminal, provenientes de un 

establecimiento comercial. En el momento del arribo 
de las dosis se comprobaron los parámetros mínimos 
de calidad seminal: motilidad (> 70 %) y presencia de 
anomalías espermáticas (< 20 %) y, una vez contrasta-
das las dosis, se inició el proceso de criopreservación. 
Las variaciones en la calidad seminal se estudiaron 
en las distintas etapas del proceso.

Los resultados fueron analizados mediante 
análisis de varianza (procedimiento MIXED de SAS®, 
2004). Los datos obtenidos se utilizaron para confec-
cionar curvas y demostrar las variaciones de la calidad 
de semen durante el proceso de la criopreservación.

2. Efecto del uso de crioprotectores y del 
dodecil sulfato de sodio (SDS)

Para analizar el impacto en la calidad espermá-
tica durante el proceso de congelación-descongelación 
utilizando distintas concentraciones de glicerol y de 
dodecil sulfato de sodio (SDS, por su nombre en 
inglés), se utilizaron eyaculados provenientes de un 
verraco adulto, alojado en la Facultad de Ciencias 
Veterinarias (UNLP), con el fin de evitar variaciones 
individuales durante el proceso de congelación. El se-
men se obtuvo por extracción manual y, una vez en el 
laboratorio, se comprobaron los parámetros mínimos 
de calidad seminal. 

Un total de 7 eyaculados fueron congelados. 
Luego del enfriamiento a 5 °C, cada eyaculado fue 
dividido en 4 alícuotas (I a IV), las que fueron diluídas 
en medios con diferente concentración de glicerol y 
de SDS: (I) 4% de glicerol y 1% de SDS; (II) 4% de 
glicerol y 0,5 % de SDS; (III) 2% de glicerol y 1% de 
SDS y (IV) 2% de glicerol y 0,5% de SDS. Durante 
el proceso de congelación, se tomaron muestras 
para contrastar la calidad seminal. Se calcularon los 
índices de congelabilidad (coeficiente entre el valor 
de la muestra descongelada/valor en cada paso del 
proceso, para cada uno de los parámetros). El estudio 
comparativo entre los medios I, II, III y IV se realizó 
mediante análisis de varianza (procedimiento CAT-
MOD de SAS®, 2002).

3. Efecto antioxidante in vitro de Lycosper-
sicum esculetum en ensayos con semen 
porcino 

Se estudió el efecto del agregado in vitro de un 
antioxidante natural al medio, como es el uso del lico-
peno, extraído del tomate. Se trabajó con muestras de 
semen porcino durante el proceso de criopreservación 
en 4 circunstancias: 1) a 15 °C, 2) 15 °C + medio A 
(previamente al enfriamiento), 3) a 5 °C + medio A y 
4) a 5 °C + medio A + medio B. Los espermatozoides 
se obtuvieron por el método descripto por Dandekar 
et al (2002). Se determinaron proteínas por el método 
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de Lowry et al (1951). Los lípidos fueron extraídos por 
el método de Folch et al (1957). Los ácidos grasos 
fueron transmetilados con F3B (trifluoruro de boro) a 
60 °C durante 3 horas. Los ésteres metílicos de ácidos 
grasos se analizaron mediante cromatografía gaseosa. 
El antioxidante utilizado se obtuvo de manera sencilla 
y abundante a partir del tomate, utilizando solventes 
como hexano y etanol. Se inició la peroxidación lipídi-
ca no enzimática mediante adición de ascorbato-Fe++ 

(con una concentración final de 0,4 mM) (Wrigth et al, 
1979). Se prepararon 3 grupos de muestras: 1) control: 
sin ascorbato, 1 mg de proteína; 2) sin antioxidante: 1 
mg de proteína + ascorbato; 3) con antioxidante: 1 mg 
de proteína + ascorbato + 500 µg del antioxidante. La 
emisión lumínica se cuantificó en un contador de cen-
telleo líquido, determinándose las cuentas por minuto 
(cpm) cada 10 minutos durante 120 minutos. 

Para la obtención del extracto de tomate se 
cortaron frutos frescos en cubos de aproximadamen-
te 1 g, los que luego fueron desecados en estufa a 
40 °C hasta obtener peso constante. De esta manera 
el efecto del calor sobre los carotenoides es mínimo. 
Posteriormente se procesaron en molinillo hasta ob-
tener un polvo fino, el que se reservó en recipientes 
de vidrio color caramelo al abrigo de la luz. Diez gra-
mos de polvo de tomate se colocaron en recipiente 
de vidrio con 100 ml de butanol para la extracción 
de la fracción de carotenoides (EFSA, 2008) durante 
60 min con agitación magnética y el extracto total se 
concentró con rotaevaporador a 40 °C hasta seque-
dad. Posteriormente el residuo se resuspendió con 
etanol, quedando la concentración final de extracto 
total en 123 mg en 10 ml del alcohol. Para corroborar 
la presencia de los carotenoides (representados prin-

cipalmente por el licopeno) una alícuota del extracto 
fue sometido al reactivo de Shinoda, utilizado para 
la detección de flavonoides (Shinoda, 1928), dando 
resultado positivo.

Resultados
1. Efecto de la variabilidad individual

Los valores promedio de los parámetros anali-
zados se presentan en la Tabla 1. 

Al analizar el efecto del tratamiento (tempera-
tura según etapa), se observaron descensos de la 
calidad seminal muy marcados para la mayoría de 
los parámetros, a excepción de las anomalías es-
permáticas. Estas variaciones mostraron diferencias 
estadísticamente significativas (P<0,001) para los 
valores correspondientes a motilidad, porcentaje de 
espermatozoides vivos y de acrosomas normales.

Las posibles variaciones individuales tendieron 
a mostrar un efecto sobre la motilidad, aunque sin 
diferencias significativas (P<0,2).

Cuando se analizó el efecto individual según las 
distintas temperaturas del tratamiento de congelación, 
se encontró que para la variable motilidad esta dife-
rencia fue estadísticamente significativa (P<0,001), lo 
que explica los bajos valores promedio para motilidad, 
debidos al efecto individual (Figuras 1, 2 y 3).

2. Efecto del uso de crioprotectores y del 
dodecil sulfato de sodio (SDS)

Los parámetros de calidad seminal se mantuvie-
ron hasta los 5 °C, los valores promedio de motilidad 
y vigor fueron de 73,57 % y 3,07, respectivamente, 

Tabla 1. Valores promedio de parámetros de calidad seminal, según temperaturas durante el proceso de 
congelación.

En la misma fila, letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas P<0,001).
1: medio comercial para el enfriamiento, más el agregado de yema de huevo.
2: medio comercial para la congelación, más el agregado de yema de huevo y de glicerol.

Tabla 2. Promedio de porcentaje de motilidad, vitalidad 
y de acrosomas normales luego del enfriamiento (5 °C) 
diluido en los medios I, II, III y IV.

Tabla 3. Promedio de porcentaje de motilidad, vitalidad 
y de acrosomas normales luego de la descongelación 
para los medios I, II, III y IV.

Variable 
Temperaturas durante el proceso de congelación 

15 ºC 15 ºC+A1 5 ºC+A1 5 ºC+B2 Descongelado 

Motilidad (%) 66,6±3,0a 68,2±2,1a 66,6±1,9a 65,5±2,3a 22,6±4,0b 

Vitalidad (%) 86,7±1,1a 86,6±1,1a 86,5±1,2a 88,6±1,0a 34,9±3,6b 

Morfología (%) 12,7±2,5 11,2±2,3 12,3±2,9 12,4±2,5 14,5±2,6 

Acrosomía (%) 85,5±2,4a 84,4±2,6a 83,6±1,9a 77,0±3,4a 35,8±3,0b 

 

Medios Motilidad Vitalidad Acrosomia 

I 71,00 60,75 80,67 

II 69,17 86,20 83,50 

III 66,67 77,67 77,00 

IV 71,00 87,20 76,50 

 

Medios Motilidad Vitalidad Acrosomia 

I 31,25 40,25 35,67 

II 36,00 39,80 55,6 

III 10,00 33,50 10,00 

IV 45,00 40,67 44,00 
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la vitalidad fue de 82 % y la integridad acrosomal de 
86,75 %.

En las Tablas 2 y 3 pueden observarse los 
valores promedio hallados luego de la dilución a 5 °C 
con los medios I, II, III y IV y de la descongelación. 
Observamos que la motilidad a 5 °C fue superior en 
el caso de los diluyentes I y IV en un 2,58 % y 6,1 % 
con respecto al medio II y III, respectivamente. A la 
descongelación estos parámetros fueron superiores en 
los medios IV y II en un 30,55 % y 13,19 % respecto 
al I. El vigor mostró similares variaciones. La vitalidad 
a 5 °C fue superior en el medio IV en un 1,14 % con 
respecto al II y a la descongelación I y IV obtuvieron 
similares resultados, superiores al II en un 2,13 %. La 
integridad acrosomal a 5°C fue mayor en el medio II en 
un 3,39 % respecto al medio I y a la descongelación 
se mantuvo superior la del medio II en un 20,86 % 
con respecto al IV.

Cuando se compararon los índices de conge-
labilidad de los 4 medios, se hallaron valores estadís-

Figura 1. Motilidad según las etapas del proceso de 
congelación para los diferentes padrillos.

Figura 2. Vitalidad según las etapas del proceso de 
congelación para los diferentes padrillos.

ticamente significativos para el parámetro motilidad 
entre los medios III y IV (P<0,05). Si bien los valores 
de acrosomas normales fueron similares, no se halló 
diferencia significativa, tal vez por haberse procesado 
menos muestras.

3. Efecto antioxidante in vitro de Lycospersicum 
esculetum en ensayos con semen porcino

Las muestras de semen porcino en las dife-
rentes etapas del proceso de criopreservación fueron 
sensibles al proceso de lipoperoxidación. Los valores 
de quimioluminiscencia de las muestras peroxidadas 
sin antioxidante fueron aproximadamente 3 veces 
más elevados con respecto a las muestras control 
(Figura 4). 

Comparando los valores de la emisión lumínica 
de las muestras con ascorbato-Fe++, se observó que 
en presencia del antioxidante los valores fueron más 
bajos. Durante el proceso de PL, se observó que el 

Figura 3. Acrosomas normales (%) según las etapas del 
proceso de congelación para los diferentes padrillos.

Figura 4. Valores de quimioluminiscencia de muestras 
peroxidadas con y sin antioxidante.
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porcentaje de ácidos grasos insaturados de las mues-
tras tratadas con ascorbato (31,3 %) disminuyó signi-
ficativamente con respecto a los controles (53,73 %). 
El porcentaje de ácidos grasos insaturados de las 
muestras con el antioxidante fue de aproximadamente 
62,03 %, siendo este valor similar al de las muestras 
controles (Figura 5).

Figura 5. Porcentaje de ácidos grasos no saturados en 
muestras control, sin antioxidante y con antioxidante.

Discusión y conclusiones
Las diferencias en la composición química 

de la membrana espermática podrían explicar las 
variaciones individuales con respecto al congelado-
descongelado y la pérdida de enzimas responsables 
de la metabolización de las especies reactivas del 
oxígeno (ROS, por su nombre en inglés) que produce 
la disminución de los compuestos antioxidantes en el 
medio extracelular tras la dilución y/o centrifugación 
previa a la congelación. En la especie porcina, las 
membranas poseen más moléculas de colesterol y 
una proporción de ácidos grasos saturados/insatura-
dos diferente con respecto a otras especies, lo que 
predispone a mayores daños, por la alteración tanto 
química que producen los radicales libres, como física 
al bajar la temperatura, ya que la membrana se vuelve 
muy rígida y es más frágil.

	 Existen modificaciones del medio interno: 
alteraciones en el balance iónico de sodio, zinc y 
calcio, que se acumulan en el espacio intracelular, 
y de potasio y magnesio, que salen masivamente 
de la célula. Esto se debe a que las proteínas de la 
membrana que funcionan como bomba de iones dis-
minuyen su actividad con el descenso de temperatura. 
Por otro lado, hay un efecto sobre el núcleo, debido 
a la supercondensación de la cromatina nuclear con 
incremento en la fragmentación del ADN del núcleo de 
los espermatozoides tras el proceso de congelación-
descongelación.

Echegaray (2001) afirma que para congelar 
semen de verraco es absolutamente necesario realizar 
una selección previa de los animales que se van a 
utilizar: 1. Selección de los verracos por buena calidad 
seminal (motilidad superior al 80 %, vigor mayor a 4, y 
80 % de acrosomas normales), 2. Selección de verra-
cos por buena congelabilidad, considerándose, como 
un mínimo exigible, un 35 % de motilidad individual en 
las dosis descongeladas.

La membrana del espermatozoide se diferencia 
en regiones y muestra compartimientos diferentes, de-
pendiendo de las regiones estructurales. El acrosoma 
(especialmente el segmento ecuatorial), el segmento 
posterior acrosómico, la pieza intermedia y la cola, con 
sus segmentos principal y final, son todos estructural y 
funcionalmente cruciales para la función espermática. 
Los protocolos de congelación/descongelación causan 
pérdidas de permeabilidad selectiva y de la integridad 
de estos compartimientos, sobre todo durante la des-
congelación (Medrano et al., 2002a). La formación 
inadecuada de hielo y el subsiguiente estrés osmótico 
inducido durante la congelación y descongelación son 
los dos factores principales responsables de las altera-
ciones durante el proceso (Watson, 2000) y alteran las 
funciones del espermatozoide debido a modificaciones 
en los constituyentes de la membrana, particularmente 
los lípidos y las proteínas. Estos fenómenos podrían 
estar asociados con cambios proapoptóticos en es-
permatozoides causados por los ROS producidos bajo 
condiciones de estrés.

En este contexto, Waterhouse et al (2006) de-
mostraron una relación entre los ácidos grasos poliin-
saturados de cadena larga en la membrana plasmática 
de los espermatozoides descongelados y diferencias 
individuales entre verracos en la crio-sensibilidad a la 
congelación. Estas diferencias entre verracos pueden 
relacionarse con las variaciones en la composición del 
espermatozoide.

Como en el caso de otros mamíferos (Holt et 
al. 2005, Loomis y Graham, 2008), la variabilidad 
entre individuos está demostrada también en el cerdo 
(Thurston et al., 2001, Medrano et al. 2002b, Saravia 
et al., 2005, Roca et al., 2006b). Las diferencias entre 
verracos son el principal factor que explica la variación 
individual en la supervivencia de espermatozoides 
luego de la congelación/descongelación (Roca et al., 
2006a). Sin embargo, considerando que los eyacu-
lados de determinados padrillos presentan la misma 
respuesta reproductiva con un mismo protocolo de 
congelación, se podría hacer un agrupamiento de 
los verracos como “buenos”, “moderados” o “pobres” 
congeladores, basado en la calidad del espermato-
zoide a la descongelación. Entre 20 y 33 % de los 
padrillos de centros de inseminación se consideran 
como “pobres” congeladores, probablemente con una 
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tendencia genética (Thurston et al., 2002, Roca et al., 
2006a, 2006b, Hernández et al., 2007a).

Con el objetivo de minimizar los efectos negati-
vos de la variabilidad entre verracos en la calidad del 
esperma posterior a la descongelación, la industria 
biotecnológica de la reproducción debe primero en-
frentar la identificación potencialmente de “buenos” o 
“pobres” congeladores. Además, deberían adoptarse 
medidas para la mejora de la supervivencia de eyacu-
lados obtenidos y clasificados como “pobres” conge-
ladores. La posibilidad de congelar esos eyaculados 
sigue siendo importante en el contexto del recurso de 
bancos genéticos y el intercambio internacional de 
material genético (Holt et al., 2005). Tal acción podría 
emprenderse individualizando el protocolo de conge-
lación/descongelación. Un ejemplo es la confección 
de protocolos individuales de congelación-descon-
gelación, un concepto sugerido por Watson (1995) y 
recientemente aplicado por Hernández et al. (2007b) 
utilizando un llamado test de identificación de eyacu-
lados de acuerdo a su capacidad de congelabilidad 
(SFT, del inglés Split Freezability Test). Se encontró 
una interacción significativa entre los protocolos de 
congelación/descongelación y los eyaculados, con 
la influencia de la tasa de concentración de glicerol y 
la tasa de calentamiento en la descongelación. Este 
procedimiento permitió reducir el porcentaje de “po-
bres” congeladores de 26,4 a 7,5 %. Recientemente 
se ha presentado una alternativa consistente en la 
congelación de los primeros 10 ml de la fracción rica 
de cada eyaculado (Rodríguez-Martínez et al., 2008; 
Saravia et al., 2009a; b).

En presencia de un agente crioprotector apro-
piado, aunque se produzcan alteraciones, muchas 
células sobreviven el proceso. El glicerol es el criopro-
tector más comúnmente utilizado, en concentraciones 
de entre 2 y 4 % para semen porcino, aunque debido 
a que puede llegar a tener efectos tóxicos se han uti-
lizado sustancias alternativas como las amidas DMA 
(dimetilacetamida) y el DMSO (dimetilsulfóxido). Debi-
do a su menor peso molecular y mayor solubilidad en 
agua, las amidas disminuyen la formación intracelular 
de cristales de hielo y provocan una mínima toxicidad 
y un menor daño osmótico. Sin embargo, con su uso, 
la motilidad y la integridad de membrana fueron me-
nores que cuando se criopreservó con glicerol al 3 % 
(Suhee et al., 2011).

En nuestro trabajo, comparando los distintos 
valores de calidad con los medios con glicerol al 4 % 
(I y II), se obtuvieron valores aceptables en todos los 
parámetros estudiados. Estos resultados son similares 
a los obtenidos por Corcuera et al. (2007), quienes 
compararon distintas concentraciones de glicerol en 
el medio de congelación. Con respecto a la concentra-
ción de SDS, los mejores resultados se obtuvieron con 

la menor concentración, resultando la mejor combina-
ción la de 4 % de glicerol y 0,5 % de SDS, coincidente 
con la utilizada por Córdoba-Izquierdo et al (2005). 

Ekwall (2009), utilizando un microscopio electró-
nico de crio-exploración (Cryo-SEM), observó que se 
forma una solución viscosa dentro y fuera del esperma-
tozoide, conformando una matriz vítrea relativamente 
estable, que se mantiene cuando los espermatozoides 
se almacenan a -196 °C. La mayoría de las células se 
daña durante la descongelación y exhibe membranas y 
axonemas alterados por el desequilibrio osmótico que 
ha sido creado durante la congelación (Morris 2006; 
Morris et al., 2007).

El estrés oxidativo durante los procesos de 
congelación-descongelación, debido a la excesiva 
generación de ROS o a deficiencias en el sistema 
de defensa antioxidante, puede inducir graves modi-
ficaciones a biomoléculas como proteínas, lípidos y 
ADN mitocondrial (ADNmt), así como al ADN nuclear 
(ADNn), que podrían llevar a alterar sus propiedades 
y, eventualmente, a la muerte celular (Aitken y Baker, 
2004). Los cambios proapoptóticos en espermato-
zoides crio-preservados se caracterizan por mayor 
concentración de Ca++, alteración en el potencial de 
membrana mitocondrial, reducción de los niveles de 
ATP y la cesión de factores proapoptóticos del cito-
plasma (Martin et al, 2004; 2005; Peña et al., 2009).

Los antioxidantes previenen la lipoperoxidación 
utilizando diferentes mecanismos. Por lo tanto, se ha 
probado el agregado de varios antioxidantes a diferen-
tes fracciones del eyaculado del verraco para mejorar 
la supervivencia posterior a la descongelación (Peña 
et al., 2003, Gadea et al., 2005), incluyendo butilato de 
hidroxitolueno (BHT, Roca et al., 2004), catalasa, su-
peróxido dismutasa (SOD, Roca et al., 2005), glutatión 
reductasa (GSH, Woelders et al., 1996) y α-tocoferol 
(Breininger et al., 2005). Este último reduce el daño 
oxidativo de las membranas del espermatozoide indu-
cido por la congelación, la fosforilación de la proteína 
tirosina y los eventos semejantes a la capacitación 
espermática (Satorre et al., 2007). 

El semen porcino posee altos niveles de ácidos 
grasos no saturados. Estos ácidos grasos expuestos a 
un sistema in vitro, en presencia de ascorbato, fueron 
vulnerables a la peroxidación lipídica. El licopeno es un 
antioxidante natural que posee una elevada capacidad 
in vitro para ligarse al oxígeno singulete. Nuestros 
resultados indican que la lipoperoxidación podría ser 
uno de los mecanismos bioquímicos responsables de 
los cambios fisiológicos durante la criopreservación 
y que el licopeno ejerce un efecto protector, ya que 
los principales ácidos grasos insaturados no fueron 
afectados por el proceso de lipoperoxidación. Ensayos 
futuros nos permitirán confirmar esta presunción.
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Se concluye que, para la preservación de 
semen porcino mediante la congelación, se requiere 
identificar verracos “buenos” congeladores, así como 
optimizar el proceso de congelación según las carac-
terísticas individuales, con el propósito de disminuir 
los mecanismos bioquímicos responsables de los 
cambios fisiológicos que sufre el espermatozoide, 
con adecuadas concentraciones del crioprotector y el 
empleo de sustancias antioxidantes de efecto protector 
a la lipoperoxidación.
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