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Resumen 

 

El proceso de criopreservación del semen provoca daño a los espermatozoides por la 

formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y el daño oxidativo resultante. Lo anterior 

debido a que la membrana de los espermatozoides es rica en fosfolípidos, que se deterioran 

debido a la peroxidación lipídica y debido al poco contenido citoplasmático del 

espermatozoide, la reserva antioxidante generalmente no es adecuada para sobrellevar el 

estrés oxidativo durante la criopreservación. Este estudio evaluó la capacidad antioxidante 

del extracto de semilla de Moringa oleifera en semen criopreservado de ovino. Se utilizaron 

ocho sementales de pelo, usando un diluyente a base de TRIS y yema de huevo, para luego 

dividir las muestras en cuatro tratamientos: Control, 0.5, 5.0 y 10.0 mg/mL de extracto de M. 

oleifera, y se realizó la criopreservación en una congeladora automática. Se evaluaron las 

características espermáticas incluyendo integridad del acrosoma y de la membrana, actividad 

mitocondrial, y la actividad antioxidante mediante el ensayo FRAP. Las variables se 

analizaron con un ANOVA y se compararon con una prueba de Tukey. La actividad 

antioxidante fue mayor para los tratamientos Moringa 0.5 (0.205±0.028) y Moringa 5.0 

(0.205±0.017) en comparación con Moringa 10.0 (0.129±0.005) y Control (0.119±0.004) 

(P<0.05). La viabilidad y motilidad progresiva obtenidas fueron mayores en Moringa 0.5 

(51.33±3.31 y 45.61±3.47) en relación a Moringa 5.0 (48.76±3.77 y 43.31±3.82), Moringa 

10.0 (44.71±2.96 y 38.71±2.88), y control (41.44±2.17 y 35.84±2.15) (P<0.05). El daño a la 

membrana espermática fue menor en Moringa 0.5 (73.88±2.64) comparado con el control 

(80.75±1.06) (P<0.05). En conclusión, la adición de 0.5 y 5.0 mg de extracto M. oleifera 
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mejora la actividad antioxidante; sin embargo, solo la dosis de 0.5 mg de extracto M. oleifera 

disminuye el daño a la membrana, mejora la vitalidad y la motilidad progresiva en 

comparación con el control y las demás dosis evaluadas. 

 

Palabras clave: Criopreservación, ovinos, antioxidante, características espermáticas, 

Moringa oleifera  

 

 

Introducción 

 

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son productos normales del metabolismo celular  

de los espermatozoides (Tremellen, 2008), ya que los espermatozoides por sí mismos 

producen pequeñas cantidades de ROS que son esenciales en muchos de los procesos 

fisiológicos, tales como capacitación espermática, hiperactivación y unión espermatozoide-

ovulo (Aitken et al., 2003) y se ha demostrado que bajos niveles de ROS son esenciales para 

la fertilización, reacción acrosomal y motilidad (Agarwal et al., 2004). Sin embargo, el 

desbalance entre la producción de ROS y la habilidad biológica de detoxificar los 

intermediarios reactivos o reparar fácilmente el daño resultante es conocido como estrés 

oxidativo (Agarwal y Said, 2003), que es una condición que causa efectos tóxicos durante la 

producción de peróxidos y radicales libres que dañan los componentes de la célula, 

incluyendo proteínas, lípidos y ADN (Schafer y Buettner, 2001). Algunos autores han 

atribuido la reducida crio tolerancia del semen a factores asociados con el estrés oxidativo, 

como la pérdida de la actividad de defensa antioxidante (Macías et al., 2011), la alta 

variabilidad en las propiedades antioxidantes entre los reproductores (Aitken et al., 2014) y la 

generación diferencial de ROS entre los espermatozoides no viables o de pobre calidad y 

aquellos con metabolismo rápido y altos niveles de fosforilación oxidativa (Gibb y Aitken, 

2016). Además, el proceso de criopreservación de semen altera la composición de los lípidos 

y proteínas de la membrana del espermatozoide, debido principalmente a la generación de 

ROS, reduciendo la motilidad y viabilidad, causando daños a las mitocondrias y acrosoma, e 

incrementando la fragmentación del ADN (Mostek et al., 2017). De la misma manera, existen 

reportes que demuestran que los antimicrobianos convencionales producen moléculas 
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destructivas como los radicales de hidroxilo, que dañan el ADN de las bacterias, pero que 

también atacan a los espermatozoides, ocasionando peroxidación de los ácidos grasos 

poliinsaturados, formando productos secundarios que pueden oxidar las proteínas de la 

membrana espermática (Pokharkar y Patel, 2015). 

Diversos componentes de la planta M. oleifera han sido identificados por tener una alta 

actividad antioxidante, debido a la presencia de ácido ascórbico, flavonoides, fenoles y 

carotenos (Jayawardana et al., 2015). Wang et al. (2017) afirman que antioxidantes como los 

flavonoides tienen la habilidad de tomar los radicales libres y reducir el riesgo de muerte 

celular. Sin embargo, se han realizado pocos estudios que planteen el uso de extractos de 

plantas como reemplazo de los antimicrobianos convencionales, lo que podría contribuir a 

resolver el problema de la resistencia a los antimicrobianos (Berkovih et al., 2013), y al 

mismo tiempo generar una respuesta antioxidante para conservar la viabilidad espermática. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar si mediante la adición de extracto de Moringa 

oleifera se mejora la capacidad antioxidante y las características espermáticas del semen 

ovino criopreservado.  

 

 

Materiales y métodos 

 

El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Nutrición y Reproducción Animal del 

Departamento de Ciencias Veterinarias del Instituto de Ciencias Biomédicas de la 

Universidad Autónoma de Ciudad Juárez (31°44’22” N 106°29113” O y a una altitud de 1,120 

metros sobre el nivel del mar; INEGI, 2017). Se utilizaron ocho sementales de razas de pelo 

(Katahdin, Black Belly, Pelibuey). Se seleccionaron cuatro sementales por sesión para la 

toma de muestras, la cual se realizó dos veces por semana utilizando la técnica de vagina 

artificial. Las cuatro muestras obtenidas se mezclaron y homogenizaron para eliminar las 

diferencias individuales de cada una. Se depositaron 10 µl de la muestra en una cámara de 

recuento estándar de 20 µm (Cámara Leja, Leja Products, Holanda), para ser evaluada 

mediante un análisis de semen asistido por computadora (CASA; AndroVision, Minitube, 

Alemania) evaluando motilidad progresiva (%), vitalidad (%) y concentración espermática 

(cels/mL). Se realizó un protocolo de diluyentes basado en TRIS y yema de huevo. Las 
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muestras diluidas se fraccionaron en cuatro tratamientos: el control contenía antibiótico 

convencional (60 mg de tilosina, 300 mg de gentamicina, 360 mg de espectinomicina y 180 

mg de lincomicina), y los tres tratamientos restantes contenían un extracto de M. oleifera en 

concentraciones de 0.5 mg (Moringa 0.5), 5.0 mg (Moringa 5.0) y 10.0 mg (Moringa 10.0) por 

mL, ajustando a una concentración de 40x106 espermatozoides mótiles por mL-1 de forma 

que en cada pajilla existiera una concentración de 10x106 espermatozoides mótiles. Una vez 

que el semen fue refrigerado y equilibrado a 5˚C, se colocaron las pajillas en una 

congeladora automática (CryoLogic CL-8800, Australia), para posteriormente conservarlas en 

un termo criogénico a -196°C. El extracto de M. oleifera se obtuvo de semillas 

desengrasadas liofilizadas, procesadas siguiendo el método descrito por Núñez-Gastélum et 

al., (2015). Las muestras de semen fueron descongeladas un mes después, evaluadas con el 

análisis CASA para las variables vitalidad, motilidad progresiva, motilidad lenta, motilidad 

rápida, concentración espermática y se realizaron tinciones para evaluar la viabilidad de 

membrana (SYBP/PI), estado acrosomal (Hoeschst 33342/FITC-PNA), y actividad 

mitocondrial (Hoeschst 33342/Rhodamin 123). Asimismo, las muestras fueron analizadas 

para actividad antioxidante por el método FRAP; para esto, se incubo el reactivo durante 30 

minutos a 37°C, una vez terminado el periodo de incubación se añadieron 24 µL de plasma 

seminal y 180 µL del reactivo FRAP a la microplaca para su posterior lectura a 595 nm a 

37°C, los resultados se compararon contra una curva patrón de Trolox (Benzie y Strain, 

1996). El análisis de los datos se realizó utilizando el paquete estadístico SAS (SAS, 2009 / 

STAT versión 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC). Las variables se analizaron con un ANOVA y 

se compararon con una prueba de Tukey cuando se observaron diferencias entre los 

tratamientos (P≤0.05). 

 

 

Resultados y discusión 

 

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 1. Se observó que Moringa 0.5 y Moringa 

5.0 obtuvieron resultados similares y tuvieron mayor actividad antioxidante en comparación 

con Moringa 10.0 y el tratamiento control (P<0.05); sin embargo, la viabilidad y motilidad 

progresiva obtenida fue mayor en Moringa 0.5 en relación con Moringa 5.0, Moringa 10.0, y 
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control (P<0.05). En las variables motilidad lenta, motilidad rápida y concentración 

espermática no existieron diferencias significativas (P>0.05). El daño a la membrana 

espermática fue menor en Moringa 0.5 comparado con el control (P<0.05), pero las variables 

daño al acrosoma y actividad mitocondrial fueron similares entre los cuatro tratamientos 

(P>0.05). En este estudio se observa que la adición de dosis bajas de extracto semilla de M. 

oleifera (0.5 mg y 5.0 mgmL) protegió a la membrana espermática, debido a sus propiedades 

antioxidantes, lo que a su vez mejoró la vitalidad y la motilidad progresiva de los 

espermatozoides, disminuyendo la formación de ROS en la membrana, reduciendo el daño 

en la membrana. Como se mencionó anteriormente, los espermatozoides de mamíferos son 

extremadamente susceptibles al estrés oxidativo durante largos periodos de almacenamiento 

aeróbico dado a que sus membranas son ricas en ácidos grasos poliinsaturados (Falchi, 

2018). En particular, los espermatozoides de ovinos son más sensibles a la peroxidación de 

los fosfolípidos de membrana con una consecuente producción de ROS si se compara con 

otras especies (Muiño-Blanco et al., 2008). Por lo anterior, estudios han demostrado que los 

antioxidantes protegen a los espermatozoides eliminando los ROS producidos por leucocitos, 

previniendo la fragmentación del ADN, mejorando la calidad del semen, reduciendo el 

criodaño hacia el espermatozoide y bloqueando la maduración prematura de los 

espermatozoides (Agarwal et al., 2007).  

El semen contiene antioxidantes enzimáticos, como superóxido dismutasa y glutatión 

peroxidasa; y antioxidantes no enzimáticos, como vitamina E, vitamina A, y transferina; 

juntos, remueven el O₂ y juegan un papel importante disminuyendo la peroxidación lipídica 

protegiendo a los espermatozoides (Sikka et al., 1995). La vitamina E protege las 

membranas del daño oxidativo, atrapando y eliminando los tres tipos de radicales libres 

(Agarwal et al., 2007); además, se ha demostrado que disminuye el daño provocado por la 

criopreservación durante el proceso de congelación y mejora la motilidad post-congelado 

(Park et al., 2003). M. oleifera tiene componentes antioxidantes naturales  como fenoles, 

flavonoides, vitamina C (Vongsak et al., 2013; Jayawardana et al., 2015), vitamina E, β 

carotenos, zinc, selenio, vitamina A y B, riboflavina, ácido nicotínico, ácido fólico y piridoxina 

(Moyo et al., 2012) los cuales se ha documentado poseen un fuerte potencial antioxidante; 

además se ha reportado que el ácido cripto-clorogénico, la isoquercitrina y la astragalina son 

fitoquímicos importantes por la actividad antioxidante de la M. oleifera (Vongsak et al., 2013). 
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La disfunción mitocondrial con reducción en la producción de ATP puede ser responsable de 

la disminución de la motilidad del espermatozoide, lo que generalmente se observa después 

de la descongelación (Medeiros et al., 2002). De igual forma, el daño de la cromatina por lo 

general comienza en la región periacrosomal y las regiones basales del espermatozoide y 

posteriormente se expande a otras regiones del núcleo durante la criopreservacion (Sousa et 

al., 2016), afectando considerablemente el estado del acrosoma o incluso la vitalidad del 

espermatozoide. Sin embargo, en este estudio, no se encontró un efecto del extracto de M. 

oleifera sobre el estado acrosomal o la actividad mitocondrial de los espermatozoides de 

ovino criopreservados. 

 

Cuadro 1. Efecto antioxidante y calidad de semen criopreservado de ovino después de la 
adición de extracto de Moringa oleifera a 0.5 mg, 5.0 mg y 10.0 mg por mL. 

 
FRAP

1 

(mmol ET) 

Daño en la 
membrana 

(%) 

Daño 
acrosoma 

(%) 

Actividad 
mitocondria 

(%) 
Vitalidad (%) 

Motilidad 
progresiva 

(%) 

Motilidad  
rápida (%) 

Motilidad 
lenta (%) 

Concentración 
espermática

2
 

Control 0.119±0.004
b
 80.75±1.06

b
 47.63±3.8

a
 52.75±1.73

a
 41.44±2.17

b
 35.84±2.15

b
 7.75±0.92

a
 28.06±1.40

a
 9.78±0.34

a
 

Moringa 0.5
3
 0.205±0.028

a
 73.88±2.64

a
 51.38±3.2

a
 55.38±2.05

a
 51.33±3.31

a
 45.61±3.47

a
 11.69±1.40

a
 33.89±2.16

a
 10.18±0.30

a
 

Moringa 5.0
4
 0.205±0.017

a
 78.38±1.91

ab
 47.88±4.5

a
 55.38±2.16

a
 48.76±3.77

ab
 43.31±3.82

ab
 11.16±1.79

a
 32.08±2.16

a
 9.24±0.54

a
 

Moringa 10.0
5
 0.129±0.005

b
 79.50±1.79

ab
 54.87±3.5

a
 58.00±1.84

a
 44.71±2.96

ab
 38.71±2.88

ab
 8.81±0.83

a
 29.90±2.10

a
 10.80±0.34

a
 

1
Poder reductor férrico (FRAP), medido en milimoles equivalentes de Trolox (mmol ET); 

2 
Millones de 

espermatozoides; 
3 

0.5 mg/mL de extracto de M. oleifera; 
4
 5.0 mg/mL de extracto de M. oleifera; 

5
 10.0 mg/mL 

de extracto de M. oleifera. 
a,b

 Literales entre columnas indican diferencias (P<0.05). 

 

 

Conclusiones 

 

1.- Los resultados obtenidos indican que la adición de 0.5 y 5.0 mg/mL de extracto de semilla 

de M. oleifera al diluyente utilizado para congelación de semen ovino mejora la actividad 

antioxidante; sin embargo, solo la dosis de 0.5 mg de extracto de semilla de M. oleifera 

disminuye el daño a la membrana, mejorando la vitalidad y la motilidad progresiva en 

comparación con el control y las demás dosis evaluadas. 
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