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I. GLOSARIO 

 
ADN – Ácido Desoxirribonucleico. 

 
AMPc – Monofosfato Cíclico de Adenosina. 

ATP – Trifosfato de Adenosina. 

CAT – Catalasa. 

 
CTC – Clortetraciclina. 

 
DCFH-DA – Diacetato de Diclorofluoreseína. 

ERO – Especies Reactivas de Oxígeno. 

Fd – Ferredoxina. 

FLPA – Fosfolipasa A. 

GDH – Glutamato Deshidrogenasa. 

GGT – Gamma Glutamil Transferasa. 

GPx – Glutatión Peroxidasa. 

GR – Glutatión Reductasa. 

GSH – Glutatión Reducido. 

GSSG – Disulfuro de Glutatión. 

GST – Glutatión S-Transferasa. 

H2O2 – Peróxido de Hidrógeno. 

IA – Inseminación Artificial. 

IAA – Inseminación Artificial Intrauterina. 

IAC – Inseminación Artificial Cervical. 

IDH2 – Isocitrato Deshidrogenasa. 

ME – Enzima Málica. 
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MnSOD Superóxido Dismutasa de Manganeso. 

MTG – MitoTracker® Green. 

NADPH – Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato. 

NNT – Nicotinamida Nucleótido Transhidrogenasa. 

NOX5 – NADPH Oxidasa 5. 

O2- – Anión Superóxido. 

OH• - Radical Hidroxilo 

 
PcyA – Ferredoxina Oxidorreductasa. 

PKA – Proteína Cinasa A. 

PKC – Proteína Cinasa C. 

 
PKT – Proteína Tirosina Cinasa. 

 
PMM – Potencial de Membrana Mitocondrial. 

PON-1 – Para-Oxonasa Tipo 1. 

PRDX – Peroxiredoxina. 

 
PRx – Sistema peroxiredoxina. 

SOD – Superóxido Dismutasa. 

TRD – Tioredoxina Reductasa. 

TRX – Tioredoxina. 

TRxR – Sistema Tioredoxina. 
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II. RESUMEN 

 
El balance de especies reactivas de oxígeno (ERO) es un proceso fundamental para 

que el espermatozoide adquiera su capacidad fecundante, sin embargo, es común que 

las ERO se produzcan durante el manejo de la célula para las distintas técnicas de 

reproducción asistida, lo cual puede resultar contraproducente. Debido a lo anterior, 

los medios utilizados para la conservación del espermatozoide, mejor conocidos como 

diluyentes, son suplementados con antioxidantes como la C- Ficocianina, para hacer 

frente a los efectos causados por una excesiva producción de ERO. 

Por tal motivo, se evaluaron diferentes concentraciones de C-Ficocianina, como agente 

antioxidante, evaluando su efecto en la calidad (movilidad, vitalidad y daño al ADN) y 

fisiología espermática (potencial de membrana mitocondrial, ERO, capacitación 

espermática y reacción acrosomal). Para lo cual, se hicieron diferentes concentraciones (0, 

138, 150 y 200 μg mL−1), evaluándose a las 0, 24, 48 y 72 horas de almacenamiento en un 

diluyente de corta duración a 16°C; encontrando que la movilidad total aumentó a las 

24 horas de almacenamiento con 150 μg mL−1 de concentración y a las 24 y 48 horas 

de almacenamiento con 138 g mL-1, esto en comparación con el control a esos mismos 

tiempos (p<0.05), para los demás tiempos y concentraciones, las pruebas estadísticas 

no muestran diferencia significativa; así mismo en concentraciones de 138 

g mL-1 y 150 g mL-1, al tiempo de almacenamiento inicial (0 horas), así como a 150 

g mL-1 y a 48 horas de almacenamiento, aumentó el número de células con reacción 

acrosomal, respecto al control (p<0.05). En cuanto a la vitalidad, integridad del ADN, 

potencial de membrana mitocondrial, ERO, capacitación espermática y reacción 

acrosomal, no se encontraron diferencias significativas. Por lo anterior, se puede decir 

que la C- Ficocianina mejora la movilidad total a las 24 horas de almacenamiento a 

16°C con 150 g mL−1 de concentración y a las 24 y 48 horas con 138 g mL-1; del 

mismo modo, mejora la reacción acrosomal en concentraciones de 138 g mL-1 y 150 

g mL-1, al tiempo de almacenamiento inicial (0 horas) y a 150 g mL-1 a las 48 horas 

de almacenamiento a 16°C. 
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III. ABSTRACT 

 
The balance of reactive oxygen species (ROS) is a fundamental process for the sperm 

to acquire its fertilizing capacity; however, it is common for ROS to occur during cell 

handling for different assisted reproductive techniques, which can be 

counterproductive. Due to the above, the media used for sperm preservation, better 

known as extenders, are supplemented with antioxidants such as C-Phycocyanin, to 

deal with the effects caused by excessive ROS production. 

For this reason, different concentrations of C-Phycocyanin, as an antioxidant agent, 

were evaluated, evaluating its effect on quality (motility, vitality and DNA damage) and 

sperm physiology (mitochondrial membrane potential, ROS, sperm capacitation and 

acrosomal reaction). For which, different concentrations were made (0, 138, 150 and 

200 μg mL−1), being evaluated at 0, 24, 48 and 72 hours of storage in a short- term 

diluent at 16°C; finding that the total mobility increased at 24 hours of storage with 150 

μg mL−1 of concentration and at 24 and 48 hours of storage with 138 g mL-1, this in 

comparison with the control at those same times (p<0.05 ), for the other times and 

concentrations, the statistical tests do not show a significant difference; Likewise, in 

concentrations of 138 g mL-1 and 150 g mL-1, at the initial storage time (0 hours), 

as well as at 150 g mL-1 and 48 hours of storage, the number of cells increased with 

acrosomal reaction, compared to the control (p<0.05). Regarding vitality, DNA integrity, 

mitochondrial membrane potential, ROS, sperm capacitation and acrosomal reaction, 

no significant differences were found. Due to the above, it can be said that C- 

Phycocyanin improves total mobility after 24 hours of storage at 16°C with a 

concentration of 150 g mL−1 and at 24 and 48 hours with 138 g mL-1; in the same 

way, it improves the acrosomal reaction in concentrations of 138 g mL-1and 150 g 

mL-1, at the initial storage time (0 hours) and at 150 g mL-1 after 48 hours of storage 

at 16° c. 
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IV. INTRODUCCIÓN 

 
La inseminación artificial (IA) es un proceso biotecnológico de reproducción animal 

asistida, que involucra la colección de semen de animales con características 

zootécnicas deseables, su procesamiento [1, 2] y conservación [3] de acuerdo con las 

necesidades del productor para posteriormente ser depositado en el aparato 

reproductor de la hembra; para la fecundación del ovocito [1]. 

En la reproducción porcina, la IA es ampliamente utilizada a nivel mundial y mantiene 

la salud de la piara, evitando la introducción de enfermedades, y a su vez favoreciendo 

el mejoramiento genético de la misma [4]. La IA ha alcanzado un alto grado de 

eficiencia en la mayoría de los principales países productores de carne de cerdo [4], 

siendo China el primer lugar en producción de esta proteína animal con u n total de 55 

millones de toneladas, seguido de Estados Unidos con 11 millones de toneladas y, en 

tercer lugar, Alemania con 6 millones de toneladas [5]. Ahora bien, México se 

encuentra, a nivel mundial, en el décimo tercer lugar a nivel mundial de los países 

productores de este producto con una producción de 250 mil toneladas [6] y en donde 

los principales productores de carne de cerdo a nivel nacional son: Jalisco, con 380,076 

toneladas; Sonora, con 311,006 toneladas y Puebla, con 181,660 toneladas [6]. 

Actualmente, las técnicas de IA más utilizadas en la industria porcina son, la 

inseminación artificial cervical (IAC) y la inseminación artificial intrauterina (IAI), 

también conocida como inseminación artificial post-cervical [7]; el uso de la IAI permite 

utilizar dosis de inseminación con una menor cantidad tanto de volumen (40-50 mL), 

así como de espermatozoides (1-2 billones de células), situación contraria en la IAC 

(70-100 mL, con 1.3-4 billones de células espermáticas) [8, 9]; cabe señalar que la 

ventaja antes señalada de la IAI en comparación con la IAC, no altera la eficiencia 

reproductiva en la cerda [7-9]. 

Un componente clave involucrado en la IA, es la evaluación del macho, esta tiene como 

finalidad determinar el desarrollo estructural normal del cerdo, su conducta y potencial 

para la reproducción; del mismo modo, se debe llevar a cabo un examen macroscópico 

y microscópico del semen, con el objetivo de evaluar la calidad del mismo, para 

posteriormente procesarlo de manera adecuada y poder ser almacenado a corto, 
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mediano o largo plazo [10, 11]. 

Durante el procesamiento del semen, las células espermáticas deben ser diluidas en 

un medio apropiado a fin de prolongar su viabilidad y tiempo de almacenamiento, por 

lo que, el uso de diluyentes ayuda a mantener la integridad y la capacidad fecundante 

del espermatozoide hasta que se lleve a cabo la IA [12]; sin embargo, durante este 

procesamiento el espermatozoide está expuesto a condiciones oxidantes, tales como: 

luz, incremento de concentración de oxígeno, cambios en el pH, temperatura, proceso 

de dilución y condiciones de almacenamiento [13, 14], lo que puede dañar la integridad 

de la célula. 

Respecto a lo anteriormente mencionado, en el espermatozoide, la causa principal de 

daño son las Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) producidas a partir del anión 

superóxido (O2
.-), que se genera a través de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial [15-19]. Bajo condiciones normales, estas ERO son controladas por los 

antioxidantes que mantienen el balance óptimo en el espermatozoide, en donde la 

superóxido dismutasa (SOD), convierte el O2
.- en peróxido de hidrógeno (H2O2) y, 

posteriormente, a través de la catalasa y glutatión peroxidasa, se transforma en agua 

y oxígeno, que son moléculas más estables [16, 19]. 

Por lo tanto, la suplementación con antioxidantes es considerada una estrategia para 

hacer frente a los efectos causados por una excesiva producción de las ERO durante 

el manejo del espermatozoide y de esta manera mejorar su integridad estructural y 

funcional, minimizando el daño a proteínas, lípidos y ADN [20-22]. 

Diversos grupos de antioxidantes, tales como la melatonina [22], el butilhidroxitolueno 

[22], la C-Ficocianina [23-25], el -tocoferol [21], el ácido ascórbico [26], 

proantocianidinas [27], cisteína [28], ácido rosmarínico [29], extracto de espirulina [30] 

y el ácido salviánico [31]; han mostrado buenos efectos contra las ERO, resultando en 

un mejoramiento de la viabilidad, movilidad, integridad del acrosoma y de la membrana 

plasmática, así como en la capacidad fecundante del espermatozoide. 
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a. Radicales Libres y Estrés Oxidante. 

 
Alrededor del núcleo de los átomos, se encuentran los electrones en regiones llamadas 

orbitales y cada orbital puede contener un máximo de dos electrones, en donde uno 

de los electrones está estabilizando el campo magnético del otro mediante sus giros 

(spin) opuestos, de esta manera se da estabilidad a los átomos y moléculas [18, 32], 

cuando los electrones están en pares se suele decir que están apareados [18, 32]. 

Ahora bien, cuando un electrón no está siendo neutralizado por otro electrón, ya sea 

porque hay un solo electrón en el orbital [16, 18, 33] o porque tienen giros opuestos 

[18], se dice que se encuentran desapareados y en este caso el átomo o molécula 

recibe el nombre de radical libre [18]. 

Debido a lo anterior y para que un radical libre logre su estabilidad, éste puede don ar 

su electrón a otra molécula o puede tomar un electrón de otra molécula para formar un 

par electrónico, de esta manera logra su neutralidad y deja de ser radical libre [32,34]. 

Sin embargo, cuando los radicales libres no se estabilizan, tienden a generar 

reacciones en cadena o a reaccionar con otros radicales [18]. En el primer caso, un 

radical toma o dona un electrón de otra molécula, de tal manera que la molécula 

receptora o donadora, se transforma en un radical libre, es decir, un radical genera otro 

radical y así sucesivamente [18, 32, 34]; en el segundo caso, ambos radicales que 

reaccionan anulan entre sí su campo magnético [18]. 

Ahora bien, las ERO incluyen radicales libres y moléculas derivadas del oxígeno qu e 

tienen alta capacidad reactiva [19]. Pueden ser producidos por vía endógena (a través 

de las mitocondrias, peroxisomas y procesos inflamatorios) o por vía exógena (a través 

de rayos ultravioleta o radiación ionizante) [14]. Las ERO incluyen al radical hidroxilo 

(OH*) y el O2-, así como el H2O2 [14, 19]. 

En condiciones de homeostasis, las ERO participan en señalizaciones celulares, por 

ejemplo: expresión de genes, fosforilación de proteínas, síntesis de ADN y proliferación 

celular [35]; en el caso del espermatozoide tienen efectos sobre la maduración 

[36], hiperactivación [36, 37], capacitación [16, 36-38], reacción acrosomal [36, 

37] y fusión del espermatozoide con el ovocito [36, 39]. 
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Cuando la producción excesiva de ERO sobrepasa la capacidad antioxidante, se 

pierde la homeostasis y entonces se presenta el estrés oxidante [14, 19, 32, 40, 41]. 

Este proceso puede dañar macromoléculas, tales como: lípidos, proteínas, 

carbohidratos y ácidos nucleicos [33] y provocar la pérdida de la integridad de la 

membrana celular por peroxidación lipídica, esto se debe a que la membrana 

plasmática del espermatozoide de cerdo contiene gran cantidad de ácidos grasos 

poliinsaturados (presencia de dobles enlaces) [42, 43], los cuales son susceptibles al 

daño oxidante provocado por las ERO [39], pudiendo causar en la célula un incremento 

en la permeabilidad [19], así como pérdida en la fluidez y daño en los procesos de 

transporte [39]. 

Otro daño que pueden generar estas moléculas, es la inactivación enzimática [33] y 

daño al ADN (daño oxidante en sus bases nitrogenadas, fragmentación o ruptura de la 

cadena y rearreglo cromosómico) [18, 19]. 

Ahora bien, debido al daño que se presenta en la membrana, algunos procesos pueden 

verse afectados, como la capacitación, la reacción acrosomal y la fusión del 

espermatozoide con el ovocito [18]; alterando la funcionalidad del espermatozoide, por 

ejemplo, en la movilidad [18, 19, 40] y la viabilidad [40]. Adicionalmente, el aumento en 

la producción de las ERO, puede llegar a ser uno de los principales factores de 

infertilidad en el hombre [19, 40, 41]. 

b. Antioxidantes. 

 
Para poder mantener a las ERO dentro de niveles que no afecten la funcionalidad 

celular, los organismos han desarrollado mecanismos antioxidantes [32], éstos tienen 

la capacidad de minimizar el daño que causan las ERO a las proteínas, lípidos y ADN 

[21, 22]. 

Los antioxidantes son de dos tipos: enzimáticos y no enzimáticos [32]. Los enzimáticos 

comprenden a las enzimas superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatión 

peroxidasa (GPX), la glutatión S-transferasa (GST), la peroxiredoxina (PRDX), la 

tioredoxina (TRX) y la tioredoxina reductasa (TRD) [13, 21, 44]; mientras que los no 

enzimáticos son glutatión reducido (GSH), coenzima Q10, vitamina C, vitamina E, 
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polifenoles, carnitina, uratos, albumina, taurina e hipotaurina [13, 44, 45] 

El sistema primario de defensa, está a cargo de las enzimas antioxidantes: SOD, CAT 

y GPX [45, 46], cabe señalar que la enzima CAT se encuentra disminuida en la célula 

espermática de cerdo [45-47]. Esta disminución es compensada con una mayor 

cantidad de GPX [45]. 

Sin embargo, aunque cuente con las enzimas antes señaladas para su protección, el 

espacio citoplasmático es extremadamente pequeño para que las acciones 

enzimáticas permitan contrarrestar eficazmente la oxidación [28, 45], es por ello que, 

el espermatozoide depende en gran medida de la protección del plasma seminal [21, 

41, 43, 45, 46], que contiene además de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX, 

también encontramos: glutatión reductasa, GST, hidroperóxido de fosfolípido, glutatión 

peroxidasa, gamma glutamil transferasa (GGT), para-oxonasa tipo-1 (PON- 1) [48], así 

como ácido ascórbico, tocoferol, urato, taurina e hipotaurina [45]. 

En el espermatozoide, la principal ERO producida es el O2-, que se genera a través de 

la cadena de transporte electrón ico mitocondrial; bajo condiciones normales, las ERO 

son controladas por los antioxidantes que mantienen el balance óptimo en el 

espermatozoide [19], en donde esta especie se dismuta rápidamente a H2O2 por la 

superóxido dismutasa de manganeso (MnSOD) localizada en la matriz mitocondrial y 

por la SOD de cobre/zinc ubicada en el espacio intermembrana (figura 1), que se 

encuentra en bajas concentraciones [49]. 
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Figura 1. Sistema antioxidante en la mitocondria. Dentro de la matriz mitocondrial se 

encuentra el sistema de glutatión peroxidasa (GPx)/glutatión reductasa (GR) y la catalasa. El 

sistema peroxirredoxina (Prx)/tiorredoxina (TrxR) se superpone entre el citosol y la matriz 

mitocondrial. NADPH/NADP+ renueva estos sistemas antioxidantes con su potencial reductor. 

Las enzimas de la matriz mitocondrial (enzima málica (ME), glutamato deshidrogenasa (GDH) 

e isocitrato deshidrogenasa (IDH2)), y la nicotinamida nucleótido transhidrogenasa (NNT) 

asociada a la membrana interna de la mitocondria, regeneran el conjunto de NADPH. 

Abreviaturas: anión superóxido, O2-; peróxido de hidrógeno, H2O2; agua, H2O; glutatión, GSH; 

disulfuro de glutatión, GSSG; glutatión peroxidasa, GPx; GR; tiorredoxina reductasa,TR; 

tiorredoxina   reducida,   Trx   (SH)2;   tiorredoxina oxidada Trx-S2; peroxirredoxina, Prx; 

peroxirredoxina reducida, Prx (SH)2; peroxirredoxina oxidada, Prx-S2; enzima málica, ME; 

glutamato deshidrogenasa, GDH; Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+, IDH2, y 

nicotinamida nucleótido transhidrogenasa, NNT. (Tomado y modificado de Nolfi- Donegan 

[49]). 

 
La concentración de H2O2 está regulada por 2 principales sistemas antioxidantes [49]: 

 
• El sistema glutatión (glutatión peroxidasa/glutatión reductasa) y la catalasa. 
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• El sistema tioredoxina/peroxiredoxina. 

 
Dentro de la matriz mitocondrial encontramos el sistema glutatión peroxidasa 

(GPx)/glutatión reductasa (GR) y la catalasa; así como el sistema tioredoxina (TrxR). 

Mientras que el complemento del sistema tioredoxina (TrxR), es decir el sistema 

peroxiredoxina (PRx) se localiza en el citosol (figura 1) [49]. 

En la figura 1 se observa que el Glutation (GSH) es oxidado por el H2O2 para formar 

el disulfuro de glutatión (GSSG), está reacción es catalizada por la glutatión peroxidasa 

(GPx), posteriormente GSSG es reducido a GSH por la glutatión reductasa (GR) [49]. 

El H2O2 oxida un residuo de cisteína en el sitio catalítico de peroxiredoxina (PRx), el 

cual forma un puente disulfuro junto a la cisteína [PRx(SH)2]. El poder reductor de la 

tioredoxina (TrxR) reduce Peroxiredoxina (PRx) a través de una reacción de 

intercambio de disulfu ro y tioredoxina (TRx) luego se reduce por la tiorredoxina 

reductasa (TR) [49]. 

Ambos sistemas requieren NADPH para su actividad reductora, este recurso se 

mantiene por las enzimas de la matriz mitocondrial: enzimamálica (ME), glutamato 

deshidrogenasa (GDH) e isocitrato deshidrogenasa (IDH2), y la nicotinamida 

nucleótido transhidrogenasa (NNT) asociada a la membrana (figura1) [49]. 

La NNT es particularmente importante en el mantenimiento del recurso de NADPH, ya 

que a través de su función de bombear protones dentro de la matriz mitocondrial, 

genera NADPH, esto acoplado a la oxidación de NADPH a la reducción de NADP+[49]. 

La capacidad del NNT para renovar el conjunto de NADPH disponible depende del 

potencial de membrana (ΔΨ). Los estados de ΔΨ baja disminuyen la cantidad de 

NADPH reducido disponible, que luego disminuye la cantidad de glutatión y 

tiorredoxina reducidos para amortiguar el H2O2 [49]. 

Además del sistema mencionado anteriormente, existen otros tipos de antioxidantes 

no enzimáticos que ayudan a mantener las ERO con troladas, por ejemplo: el ácido 

ascórbico [26], el tocoferol [21] y la C-Ficocianina [24, 50]. 
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c. C-Ficocianina. 

 
Las ficobilinas son pigmentos fotosintéticos accesorios en muchas cianobacterias, en 

algas rojas, en criptofitas y en glaucofitas [25, 51, 52], son pigmentos accesorios ya 

que absorben la luz que la clorofila no alcanza a absorber [25]. 

Las ficobilinas se unen covalentemente a holoproteínas de cadenas múltiples y 

entonces se denominan ficobiliproteínas [25, 53] y éstas generalmente están 

organizadas en ficobilisomas en la membrana tilacoide presente en el citoplasma de 

las cianobacterias o en los cloroplastos de las células eucarióticas [25]. 

En el caso de Arthrospira maxima, que es una cianobacteria, su ficobiliproteína más 

abundante es la C-Ficocianina [24, 25, 50, 54, 55] y dentro de la estructura química de 

este biopigmento, se encuentra la ficocianobilina [25]. Las tres ficobiliproteínas más 

comunes son: Ficoeritrina con cromóforos de ficoeritrobilina, C-Ficocianina y 

Aloficocianina con cromóforos de ficocianobilina [53]. 

La ficocianobilina (figura 2), que es tanto la ficobilina, así como el grupo prostético de 

la C-Ficocianina [56, 57], consiste en cuatro anillos pirroles de cadena abierta [25, 53]. 

 

 

Figura 2. Estructura química de la ficocianobilina. La ficocianobilina es el grupo prostético 

de la C-Ficocianina y se compone de cuatro anillos pirroles de cadena abierta, denotados con 

las letras A-D, que dan lugar a un compuesto con insaturaciones conjugadas. La estructura 

está conformada por dos grupos carboxilos y contiene varias insaturaciones, cuenta con 

grupos aminas en los anillos centrales (B y C) y grupos amidas en los extremos (A y D) 

(Tomado de Mysliwa y Solymosi [25] y Llópiz [56]). 
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En el anillo A o D de la ficocianobilina, se une covalentemente un grupo específico de 

cisteína de proteínas hidrofílicas a través de un enlace tioéter y de esta manera se 

forman las ficobiliproteínas [25]. 

En cianobacterias, las ficobiliproteínas están formadas por dos subunidades, mismas 

que generan un heterodímero  y , que se suman a hexámeros ( y ); en el caso 

de la C-Ficocianina (figura 3) puede adquirir estructura de anillos [25]. 

 

 
Figura 3. Estructura química de la C-Ficocianina. La C-Ficocianina se compone de la unión 

de la ficocianobilina (grupo prostético) y su proteína a través de un enlace tioéter en el carbono 

3’ del anillo A del grupo prostético (tomado de Gupta [58] y Llópiz [56]). 

 

 
La C-Ficocianina posee una estructura similar a la bilirrubina [59], que es un 

antioxidante natural en el plasma, esta molécula es sintetizada a partir de la biliverdina 

por la biliverdina reductasa, una vez que es convertida a bilirrubina, se unea la 

albúmina y protege a los lípidos de la oxidación, una vez que ha sido reducido por los 

radicales libres, se reduce de nuevo a biliverdina [53]. Ahora bien, la ficocianibilina 

también se sintetiza a partir de biliverdina y se oxida a ficocianorrubina por la biliverdina 

reductasa; la ficocianorrubina también es un eliminador de radicales libres, siendo 

reducido a ficocianobilina y al igual que la bilirrubina, su capacidad antioxidante se 

regenera [53]. 

d. Diluyentes. 

 
La dilución del semen y conservación del espermatozoide porcino, es una práctica que 

brinda a la industria la posibilidad de aprovechar al máximo la capacidad reproductiva 

del cerdo [60].  
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Cerca del 95% de las inseminaciones artificiales en la industria porcina, se realizan 

utilizando un método de conservación, en donde el espermatozoide permanece de 1 

a 5 días a temperaturas entre los 15°C y 20°C y se conserva de forma adecuada [60], 

siendo el método de preservación líquida el principal y más utilizado, para mantener a 

la célula viable hasta la inseminación [4, 61], utilizando menor cantidad de 

espermatozoides por dosis en la IA, sin afectar la fecundidad [61]. 

Asimismo, los diluyentes se pueden definir como: solución acuosa utilizada para 

incrementar el volumen del eyaculado [12, 42, 61], los diluyentes contienen una mezcla 

de compuestos fisiológicos, bioquímicos y biofísicos equilibrados, lo anterior, para 

reducir el metabolismo del espermatozoide, prolongar su vida útil y evitar el desarrollo 

de microorganismos [12, 60, 62]. La función de un diluyente es suplir los nutrientes que 

necesita el espermatozoide fuera del organismo, para preservar su integridad [12, 60, 

62, 63], su capacidad fecundante [12, 60, 61], controlar el pH del medio [60], mantener 

el equilibrio osmótico de la célula [60] y evitar el crecimiento bacteriano [62, 64]. 

Los ingredientes más comunes que conforman los diluyentes son: glucosa, para la 

actividad metabólica del espermatozoide [12, 42, 61] o fructuosa [63]; agentes 

crioprotectores, como por ejemplo: BSA (albúmina sérica de bovino) [12], yema de 

huevo [30] o glicerol [42], para proteger la membrana plasmática contra el choque 

térmico generado por enfriamiento o congelación y compensar la pérdida de proteínas 

[12]; bicarbonato de sodio, TRIS (trisaminometano) o citrato de sodio [12, 42, 61, 63] 

como controlador del pH del medio (buffer); antibióticos como gentamicina [42, 61], 

amikacina [61, 63], cloranfenicol [61], neomicina o kanamicina [42] para prevenir el 

crecimiento microbiano; así como cloruro de sodio o cloruro de potasio [12, 42, 61, 63], 

como controlador de la presión osmótica. 

De acuerdo a su capacidad para preservar al espermatozoide, los diluyentes se 

pueden clasificar en: corta duración (1-2 días), media duración (3-4 días) y larga 

duración (7-10 días) [61]. Los diluyentes de corta duración se utilizan principalmente 

para llevar a cabo la IA dentro de la unidad de producción [42] y por lo general se 

utilizan el mismo día de la recolección [42]; mientras que los diluyentes de media y 
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larga duración, se utilizan cuando la unidad de producción está alejada del sitio donde 

se procesó el semen [12]. 

Dentro de las ventajas que tiene el uso de un diluyente de corta duración es que se 

puede utilizar una concentración espermática baja en el medio, lo que permitirá realizar 

más inseminaciones con una sola recolección, tiene un bajo costo en su preparación 

[60] y es fácil de llevar a cabo [31]. 

Como se mencionó previamente, durante el procesamiento del semen para ser 

incorporado en estos medios, normalmente el plasma seminal es removido, por lo que 

la capacidad natural antioxidante del espermatozoide se ve reducida y esto lo vuelve 

vulnerable al estrés oxidante [12, 14, 63]; con la finalidad de reducir este último y 

mantener la viabilidad del espermatozoide, los medios se conservan a temperaturas 

entre los 15 a 17°C; sin embargo, cuando estos medios ya preparados se acondicionan 

para IA, es decir, se calientan a 37°C, el metabolismo del espermatozoide se activa 

nuevamente [65], comienza a consumir los carbohidratos disponibles en el medio y 

comienza a liberar radicales libres, por lo que la adición de antioxidantes al diluyente, 

se vuelve necesario [12]. 

Otro tipo de manejos, tales como la centrifugación, resuspensión, filtración, 

refrigeración y criopreservación, inducen la alteración en la membrana plasmática y 

daño al ADN, incrementando la susceptibilidad de daño oxidante [12]. 

En cuanto a la temperatura, durante el procesamiento del espermatozoide, es sabido 

que se realiza por debajo de la temperatura fisiológica normal (37°C), siendo muy 

susceptible a temperaturas por debajo de los 15°C, en este caso la membrana 

plasmática es el primer sitio en sufrir daño y esto se debe a que los lípidos de la 

membrana plasmática se alteran [66], los cambios estructurales ocurren con mayor 

frecuencia entre temperaturas de 15°C a 5°C [12] y conforme la temperatura va 

descendiendo, ya sea en el manejo o almacenamiento, el espermatozoide sufre daño 

en su membrana plasmática, disminuye la viabilidad y movilidad [67] y se incrementan 

alteraciones acrosomales [68]. Otros factores por considerar durante el procesamiento, 

es que el espermatozoide se expone a luz y oxígeno, lo que puede ocasionar un 

ambiente oxidante que desencadenará un proceso peroxidativo perjudicial para la 
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célula [12]. 

V. ANTECEDENTES. 

 
La C-Ficocianina cuenta con un cromóforo (ficocianobilina) que tiene estructura similar 

a un antioxidante natural, la bilirrubina [24, 50]; se compone de una parte proteica y 

una no proteica (cromóforos), la parte no proteica (ficocianobilina) contiene3 grupos 

cromógenos (tetrapirroles lineales) y es la parte que es capaz de capturar y prevenir la 

formación de las ERO (figura 2), tales como los radicales hidroxilo, alcoxilo y al 

peróxido de hidrógeno [24, 53, 57, 69-71]. 

Además, esta molécula tiene la capacidad de remover el ion libre de hierro del medio, 

mismo que puede participar en la formación de radicales hidroxilos, a través de la 

reacción Fenton [69]; se ha reportado que, al interactuar con el hierro, se quela [69]. 

La actividad antioxidante y capacidad captadora de radicales libres de la C- Ficocianina 

ha sido documentada, se ha señalado que posee una estructura química cercana a la 

bilirrubina [59], donde está última actúa como antioxidante de radicales peroxilo 

donando un electrón, que está localizado en el carbono 10 [59]. En el caso de la C- 

Ficocianina, su mecanismo de acción se ha descrito median te la estabilización de los 

radicales peroxilo por la oxidación de los dobles enlaces de los anillos tetrapirrólicos 

[25]. Renugadevi y colaboradores [72] realizaron estudios in vitro en donde reportan 

que la C-Ficocianina actúa como donador de electrones, es decir, dona un electrón 

para reducir al complejo oxidado y en el caso de la lipoperoxidación, actúa como 

donador de electrones y reduce los intermediarios del proceso de lipoperoxidación. 

Eriksen en 2008 [53] y McCarty en 2007 [73] reportaron que la ficocianorrubina, que 

es la forma reducida de la ficocianobilina, es la molécula con propiedades 

antioxidantes, esto en función de su similitud con la bilirrubina. En la figura 3 se muestra 

el rol propuesto de la ficocianorrubina como antioxidante in vivo en comparación con 

la bilirrubina, un antioxidante natural en el plasma: La bilirrubina es 
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sintetizada a partir de biliverdina por la biliverdina reductasa que oxida el doble enlace 

entre los átomos de carbono 10 y 11 usando NADPH como donante de electrones, la 

eliminación de radicales oxidativos revierte la bilirrubina a biliverdina [53]. 

En las cianobacterias, la ficocianobilina también se sintetiza a partir de biliverdina por 

ficocianobilina: ferredoxina oxidorreductasa (PcyA) que cataliza esta reducción de 

cuatro electrones usando ferredoxina (Fd) como electrón donante [53]. Esta reacción 

afecta sólo a los extremos de la molécula y deja la estructura central alrededor del 

átomo de carbono 10 inalterada [53]. 

La biliverdina reductasa, en el humano, también reduce la ficocianobilina a 

ficocianorubina, esta última, ha demostrado en estudios in vivo y posterior a la ingesta 

de C-Ficocianina, tener el efecto antioxidante más eficiente [53]. La eliminación de 

radicales revierte la ficocianorrubina a ficocianobilina, que luego puede reoxidarse a 

ficocianorrubina y tener su capacidad reductora regenerada [53]. 

 
 

 
Figura 3. Papel propuesto de la ficocianorrubina como antioxidante in vivo en 

comparación con la bilirrubina, un antioxidante natural en plasma. La bilirrubina es 

sintetizada a partir de biliverdina por la biliverdina reductasa que reduce el doble enlace entre 

los átomos del carbono 10 y 11 usando NADPH como donante de electrones, la eliminación 
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de radicales libres revierte la bilirrubina a biliverdina. En las cianobacterias, la ficocianobilina 

también se sintetiza a partir de biliverdina, esto a través de la ferredoxina oxidorreductasa 

(PcyA) que cataliza la reducción de la biliverdina usando ferredoxina (Fd) como donador de 

electrones; esta reacción afecta solo a los extremos de la molécula y deja la estructura central 

alrededor del átomo de carbono 10 inalterada. En el humano, la biliverdina reductasa también 

reduce la ficocianobilina a ficocianorubina, que puede ser el antioxidante real in vivo después 

de la ingesta de C-Ficocianina; los radicales libres revierten la ficocianorubina a ficocianobilina, 

que luego puede reoxidarse a ficocianorubina y tener su capacidad reductora regenerada. 

Abreviaturas: ferredoxina oxidorreductasa, PcyA; ferredoxina, Fd. (tomado y modificado de 

Eriksen [53]). 

 

 
Cabe señalar que la C-Ficocianina no es tóxica ni carcinogénica y ha demostrado 

poseer propiedades antiinflamatorias, neuroprotectoras [23, 58], hepatoprotectoras 

[23, 58, 69], anti-artríticas [55], antioxidantes [23-25, 50], nutricionales y además 

favorece el sistema inmunólogico [74, 75]. 

 
Ivanona y colaboradores [76] señalaron que la C-Ficocianina estimula el sistema de 

defensa de enzimas antioxidantes y también tiene la capacidad de disminuir la 

producción de ERO en las células espermáticas durante su preservación a 5°C [24]. 

El uso de C-Ficocianina en diluyentes de corta y larga duración, en almacenamiento  a 

5°C, es capaz de controlar la producción de las ERO y puede retrasar, reducir o evitar el 

daño a moléculas esenciales, esto causado por el desequilibrio de la producción de 

ERO, así como una alteración del sistema de defensa antioxidante, en donde a 

concentraciones de 69 g mL-1 y 138 g mL-1 se observa que si hay un control 

intracelular positivo para disminuir la producción de las ERO [24]. 

Se reporta que el uso de C-Ficocianina en un medio de corta duración (Kortowo-3), 

almacenado a 5°C, en una concentración de 138 g mL-1, mejoran los parámetros de 

viabilidad espermática y movilidad progresiva, en comparación con el grupo control y 

los otros grupos experimentales [24]. 

La C-Ficocianina a concentraciones de 11.35 mM mL-1 comienza a inhibir la 

peroxidación lipídica y a concentraciones de 200 mM mL-1 presenta un 95% de 
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inhibición de la misma, lo anterior debido al secuestro de radicales peroxilo y ERO, lo 

cual se logra a través de su parte cromófora [69]. 

El uso de una concentración de C-Ficocianina por arriba de los 100 g mL-1 no es 

citotóxica en macrófagos; sin embargo, en concentraciones de 150 g mL-1 se 

presenta citotoxicidad en las mismas [55]. 

El efecto máximo antioxidante de la C-Ficocianina se obtiene en concentración es de 

200 g mL-1 y la mínima a 5 g mL-1. En este mismo estudio, se reportó que a 

concentraciones de 200 g mL-1 se obtiene un porcentaje de máximo antioxidante 

para el H2O2 de 95.27% a 200 g mL-1 y de 51.23% a 5 g mL-1; mientras que para 

inhibir la oxidación de lípidos la concentración mínima es de 185 g mL-1 [72]. 

Por otro lado, la cianobacteria espirulina (Arthrospira spp), ha sido utilizada como 

suplemento en la alimentación de cerdos [77] y en la conservación de células 

espermáticas de bovino [78], búfalo [79] y carnero [30]; esta alga es rica en vitaminas 

(A, D, C, E, B12, B1, B2) [77, 79], minerales (hierro, calcio, sodio, potasio, magnesio, 

fosforo y selenio) [77], ácidos grasos poliinsaturados (ácido gamma-linoleico, ácido alfa 

linoleico) [77], clorofila [79], espirulanos [30], C-Ficocianina [30] y aloficocianina [30]. 

 
Kistanova y colaboradores [77] señalaron que, suplementar la alimentación de cerdos 

con 1.4 mg/día de espirulina (Arthrospira platensis), por un periodo de 40 días, 

aumenta el volumen del eyaculado, la movilidad y la viabilidad durante el 

almacenamiento de células espermáticas en el diluyente DZNB a 15°C, por 72 horas; 

del mismo modo, aumenta la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa y 

disminuye la producción de ERO. 

Mizera y colaboradores [78] reportaron que el uso de 4 g mL-1 de extracto de 

espirulina (Arthrospira maxima), en el medio BioxCell®, almacenado a -80°C por 24 

horas, incrementa la movilidad progresiva, la viabilidad, reduce la producción de ERO 

y protege el ADN del espermatozoide bovino. 
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Otros autores en 2021 [79] demostraron que una concentración de 10 g mL-1 de 

extracto de espirulina (Arthrospira platensis) en el medio base Tris, almacenado a 

-196°C por 24 horas, aumenta la tasa de concepción de becerros, mejora la movilidad 

después de la descongelación e incrementa concentración de SOD y GSH; así mismo, 

disminuye la lipoperoxidación y el daño al acrosoma del espermatozoide de búfalo. 

También se reportó [30] que el uso de 80 g mL-1 de extracto etanólico de espirulina 

(Arthrospira platensis) en el medio TEY, almacenado a 15°C por 72 horas, incrementa 

la movilidad total y progresiva, mejora la viabilidad, la integridad funcional de la 

membrana, aumenta la actividad de SOD y CAT en espermatozoides de carnero 

mientras que la concentración de 40 g mL-1, disminuye su lipoperoxidación. 

VI. JUSTIFICACIÓN. 

 
La calidad espermática es de suma importancia ya que aumenta los porcentajes de 

fecundidad, lo que genera mayor eficiencia reproductiva y ganancias económicas al 

productor; para que esto se logre, es necesario llevar a cabo una buena conservación 

del semen [80]. 

Se ha reportado que, durante la preservación de espermatozoides en el cerdo, su 

calidad y su capacidad para fecundar son afectadas por el estrés oxidante, a través de 

la generación de ERO; por lo que, para tener un buen rendimiento reproductivo bajo 

técnicas de producción asistida, es esencial una buena preparación in vitro del semen 

[13]. 

Debido a que durante la preparación in vitro el plasma seminal es removido y este era 

el medio donde se encontraban en gran medida los antioxidantes, es necesario 

reemplazaros, a fin de controlar los radicales libres y la consecuente formación de ERO 

[12], por lo que una estrategia es adicionando C-Ficocianina. 

La C-Ficocianina, al ser un antioxidante, permite estudiar su participación en la 

protección de los espermatozoides de cerdo del daño que les provocan las ERO. 

El conocimiento de la participación de la C-Ficocianina como antioxidante, podría servir 

en la comprensión de los procesos y mecanismos que favorecen la viabilidad de las 

células espermáticas por periodos de almacenamiento de 1 a 3 días, a temperatura 
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de 16°C; esto a su vez generará protocolos para la conservación de gametos de 

diferentes especies. 

VII. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 

 
¿Cómo la C-Ficocianina, en un diluyente de corta duración, favorece los parámetros 

de calidad y fisiología espermática del cerdo? 

VIII. HIPÓTESIS. 

 
Dado que la alta concentración de ERO puede provocar la muerte de las células, la 

adición de C-Ficocianina en un diluyente de corta duración disminuirá la concentración 

de ERO y favorecerá los parámetros de calidad y fisiología espermática de cerdo. 

IX. OBJETIVO GENERAL. 

 
Determinar si la C-Ficocianina, adicionada en un diluyente de corta duración en 

almacenamiento a 16° C, favorece los parámetros de calidad y fisiología espermática 

de cerdo. 

X. OBJETIVOS PARTICULARES. 

 
• Determinar el efecto antioxidante de la C-Ficocianina sobre la calidad  

espermática de cerdo. 

• Determinar el efecto antioxidante de la C-Ficocianina sobre la fisiología 

espermática de cerdo. 
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XI. DISEÑO EXPERIMENTAL. 
 

 
Para cada grupo y tiempo de almacenamiento, se evaluará: 

 

• Calidad espermática. 
 

• Fisiología espermática. 

 

 
XII. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 
Se utilizaron eyaculados de cerdo de una granja particular, estas muestras se 

obtuvieron por técnica de mano enguantada, se eliminaron muestras que contenían 

sangre y orina; para poder considerar las muestras como óptimas, debieron cumplir 

con los parámetros espermáticos señalados por Sancho [81] y Trujillo [11]: movilidad 

total >80%, movilidad progresiva >60%, viabilidad >75% y anormalidades 

espermáticas <20%. 

 
Se elaboró el diluyente de corta duración de acuerdo a Pursel y Johnson (1975) e 

informado por Gadea [42], el cual contiene: Glucosa 37 g L-1, bicarbonato de sodio 
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(NaHCO₃) 1.25 g L-1, citrato de sodio (Na3C6H5O7) 6.0 g L-1-1, EDTA 1.25 g L-1, 

cloruro de potasio (KCl) 0.75 g L-1 y gentamicina 200 mg L-1; ajustado a un pH de 

7.2 y se mantuvo a una temperatura de 16°C. 

 
a. Calidad espermática. 

 

• Movilidad. 
 

La movilidad se evaluó en microscopio de campo claro [82]. Se preparó una laminilla, 

atemperada a 36°C, donde se colocaron 5 μL de semen, posteriormente se colocó un 

portaobjetos y se observó la muestra con el objetivo 40X en el microscopio de campo 

claro con termoplatina a 36°C, se realizó un conteo de 100 espermatozoides 

distinguiendo movilidad progresiva, no progresiva e inmóviles, los resultados se 

expresaron en porcentajes. 

• Vitalidad. 
 

Para determinar la vitalidad se utilizó la técnica de eosina-nigrosina [82, 83]. Se preparó 

una laminilla donde se colocaron 5 μL de semen y 5 μL de la solución de eosina-

nigrosina, se mezcló y posteriormente se expandió en la superficie del portaobjetos 

(frotis), se secó a 36°C. Se observó la muestra con el objetivo 40X en el microscopio 

de campo claro, y se realizó un conteo de 100 espermatozoides distinguiendo entre 

vivos y muertos. La eosina tiñe el citoplasma de los espermatozoides con membrana 

plasmática dañada, los cuales se les considera muertos; mientras que la nigrosina 

proporciona un fondo oscuro para la evaluación al microscopio. El número de 

espermatozoides vivos se consideró como el porcentaje de vitalidad. 

• Concentración espermática. 
 

La concentración espermática se determinó mediante la cámara de Neubauer [82]. Se 

realizó una dilución 1:100 con paraformaldehído al 10%. Posteriormente se colocaron 

10 μL de la dilución en la cámara de Neubauer y se observó a 40X, realizando el conteo en 

5 y 5 cuadriculas diferentes de cada lado de la cámara. El resultado se expresó en 

millones (1X106) de espermatozoides por mL. 
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• Anormalidades morfológicas. 
 

Para determinar las anormalidades morfológicas se utilizó la técnica de eosina- 

nigrosina [24, 30]. Se realizaron las preparaciones como se explicó anteriormente. Se 

observó la muestra con el objetivo 40X en el microscopio de campo claro, y se realizó 

un conteo de 100 espermatozoides distinguiendo diferentes anormalidades 

morfológicas. El número de espermatozoides con anormalidades morfológicas se 

expresó en porcentajes. 

• Integridad al ADN. 
 

Para evaluar el daño al ADN, se utilizó la tinción de naranja de acridina [84, 85]. Se 

tomó una alícuota de 10 L de muestra de semen y se expandió en la superficie de 

un portaobjetos (frotis), dejando secar a temperatura ambiente por 20 minutos; una 

vez seco, se fijó durante 8 horas en solución Carnoy (1:3 de ácido acético glacial y 

metanol), una vez transcurrido este tiempo, el frotis se retiró de la solución Carnoy y 

se dejó secar a temperatura ambiente, posteriormente se tiñó con solución de naranja 

de acridina (10 mL de naranja de acridina diluidos en agua destilada (10 mg mL-1), 40 

mL de 0.1 M de ácido cítrico y 2.5 mL de 0.3 M Na2HPO4 7H2O) por 5 minutos en 

oscuridad. Una vez que transcurrieron los 5 minutos, el frotis se sacó de la solución 

de naranja de acridina y se enjuagó suavemente con agua destilada, se cubrió con un 

cubreobjetos, se sellaron las orillas con barniz transparente y se observaron 

directamente en microscopio de epifluorescencia, contando 200 cél u las. Los 

espermatozoides sin daño en el DNA (doble cadena) presentaron fluorescencia verde, 

mientras que aquellas células que presentaron daño en el ADN, muestran 

fluorescencia en color naranja, amarillo o rojo. 

b. Fisiología espermática. 

 

• Potencial de membrana mitocondrial. 
 

El potencial de membrana mitocondrial se determinó mediante ensayos con 

MitoTracker® Green (MTG) a 200nM conteniendo 1X106 de células espermáticas [86, 

87]. Para incorporar el MTG los espermatozoides fueron incubados 20 minutos en total 

oscuridad a 37°C. Posteriormen te se centrifugaron a 600 g por 5 minutos. El botón 
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espermático se resuspendió en 1 mL de PBS antes de cuantificar por citometría de flujo 

en un FACSCalibur (Becton Dickinson). Se utilizó una lon gitud deonda de excitación 

de 488 nm y longitud de onda de emisión de 520 nm; se contaron al menos 10,000 

eventos por muestra y se determinó la media de fluorescencia utilizando el sistema de 

cómputo Flowing Software, versión 2.5.1. 

• ERO. 
 

Las ERO en espermatozoides se determinó usando ensayos con diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFH-DA) a 10 μM conteniendo 2X106 de células espermáticas [88, 89]. 

Para incorporar el DCFH-DA los espermatozoides se incubaron 10 minutos en total 

oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron (600 g por 5 

minutos) con la finalidad de desechar el DCFH-DA que no se incorporó a las células. 

El botón espermático se resuspendió en 1 mL de PBS antes de cuantificar por 

citometría de flujo en un FACSCalibur (Becton Dickinson). Se utilizó una longitud de 

onda de excitación de 488 nm y longitud de onda de emisión de 520 nm; se contaron, 

al menos 10,000 eventos por muestra y se determinó la media de fluorescencia [90, 

91] utilizando el sistema de cómputo Flowing Software, versión 2.5.1. 

• Capacitación. 
 

Para la inducción de la capacitación [13, 92], los espermatozoides fueron lavados en 

fresco y resuspendidos en 1 mL de medio capacitante TALP sin suplementar (114.06 

mM NaCl, 3.20 mM KCl, 0.50 mM MgCl2•6H2O, 10 mM lactato de sodio, 

0.35 mM NaH2PO4•H2O, 5 mM glucosa, 25.07 mM NaHCO3, 2 mM cafeína, 8 mM 

lactato de calcio•5H2O, 1 mg/mL PVA y 0.17 mM gentamicina, 0.0003 mM de rojo 

fenol; ajustado a pH 7.4), este procedimiento se repitió 2 veces a 600 g durante 10 

minutos, ya lavados se resuspendieron en 1 mL de medio capacitante TALP, 

suplementado con 6 mg mL-1 de BSA y 0.2 mM de piruvato de sodio. Las alícuotas 

de semen (aproximadamente 10X106 espermatozoides) se incubaron por 4 horas a 

38.5°C y con una atmósfera de 5% CO2. 
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Para determinar el porcentaje de espermatozoides capacitados, se utilizó la técnica 

de clortetraciclina (CTC), la cual consiste en resuspender los espermatozoides 

capacitados en solución CTC (750 M L-1 CTC en 130 mM L-1 NaCl, 5 mM mL-1 

cisteína y 20 mM mL-1 Tris-HCl, ajustando a pH 7.8), se realizaron frotis y se 

observaron directamente en microscopio de fluorescencia, contando 100 células [13, 

92]. 

• Reacción acrosomal. 
 

Para evaluar la reacción acrosomal [93, 94], primero se debe inducir la misma para lo 

cual, se agregaron 10 g mL-1 de progesterona al medio donde se llevó a cabo la 

capacitación y se incubó por 1 hora a 39°C y con una atmósfera de 5% CO2 [95]. 

Posterior al procedimiento de incubación con progesterona, se realizaron frotis y se 

dejaron secar a temperatura ambiente, después se fijaron con etanol al 100% por 20 

segundos y se tiñeron con azul de Coomassie al 0.22%, durante 2 minutos y se 

observó al microscopio de campo claro (40X). Se evaluaron 100 células espermáticas, 

en donde se contaron la cantidad de espermatozoides con presencia y ausencia de 

acrosoma, el resultado se expresó en porcentaje. 

XIII. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 
Las variables que se evaluaron fueron los efectos en la calidad y fisiología espermática, 

de las diferentes concentraciones de C-Ficocianina en los mismos tiempos de 

almacenamiento, así como los efectos entre mismas concentraciones de C-Ficocianina 

en diferentes tiempos de almacenamiento. 

Se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad de los 

datos y la prueba de Levene para determinar homocedasticidad de varianzas. 

Para los datos que mostraron normalidad y homocedasticidad se realizaron pruebas 

paramétricas para comparar entre grupos (más de 2), siendo esta ANOVA de una vía 

y post-hoc Duncan. En el caso de los datos no normales y con heterocedasticidad, se 

realizaron pruebas no paramétricas para comparar entre grupos (Kruskall-Wallis) y 

post-hoc U de Mann-Whitney. El programa estadístico utilizado fue IBM SPSS 

Statistics, versión 24.0.0. 
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XIV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 
El uso de diluyentes para conservar espermatozoides de cerdo es un método 

ampliamente utilizado a nivel mundial en la inseminación artificial porcina [4], la 

temperatura ideal para mantener estas células se encuentra entre los 15 y 17°C [42, 

44, 96]. Durante el procesamiento del semen porcino para ser incorporado al diluyente, 

normalmente el plasma seminal es removido, por lo que la capacidad natural 

antioxidante del espermatozoide se ve reducida y esto lo vuelve vulnerable al estrés 

oxidante [14]; además, cuando el espermatozoide de cerdo se almacena a 17°C la 

actividad de la célula disminuye, pero el consumo de energía y metabolismo continúa 

[27], lo que conduce a una continua producción de ERO por parte de la mitocondria 

[16, 97] y NADPH oxidasa (NOX5) [16, 36]; es por ello que la suplementación en el 

diluyente con antioxidantes ha sido una estrategia para la conservación de 

espermatozoides de cerdo [29, 31, 98], carnero [99], caballo [100] y gallo [101], 

demostrando tener efectos positivos en el mantenimiento de la calidad y fisiología de 

la célula espermática durante su almacenamiento [102, 103]. 

Ahora bien, los resultados en la tabla 1 muestran el promedio y la desviación estándar 

de los parámetros espermáticos para las muestras utilizadas. Únicamente se 

emplearon muestras que cumplieron con los parámetros descritos en la literatura como 

normales, y que no contenían sangre ni orina. 

Tabla 1. Parámetros de inclusión y resultados de espermatobioscopías. 

 

Análisis Resultado (%) Parámetro (%) Referencia 

Bibliográfica 

Movilidad total. 82 ± 2 > 80  

Sancho y Villagran 

[81]; Trujillo, Silva 

y Gutiérrez [11]. 

Movilidad progresiva. 66 ± 5 > 60 

Vitalidad. 84 ± 6 > 75 

Morfología. 2 ± 2 < 20 
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Cabe señalar que el análisis anterior se realizó con la finalidad de establecer los 

parámetros aceptables, teniendo en cuenta que una mejor calidad espermática, 

favorece la reproducción, así mismo se tuvo mucho cuidado al momento de trabajar 

las muestras para que su calidad no se viera comprometida y de esta manera nuestros 

resultados no se vieran afectados. 

La movilidad espermática se ha descrito como una característica fundamental, ya que 

demuestra un metabolismo activo e integridad de la membrana celular [96, 104], esto 

favorece la capacidad fecundante de la célula, lo que se traduce en menores pérdidas 

económicas en la industria porcina [12, 63]. 
 

Gráfica 1. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina sobre la 

movilidad total espermática en función del tiempo de almacenamiento. El asterisco indica 

diferencia significativa entre diferentes grupos y tiempos. ANOVA (p<0.05) n=3. 

Ahora bien, en la gráfica 1 podemos observar el efecto que tiene la adición de 

diferentes concentraciones de C-Ficocianina a un diluyente de corta duración a 16°C, 

donde a las 24 horas con una concentración de 150 g mL-1, mejora el porcentaje de 

la movilidad total espermática (75 ± 9%), esto en comparación con el grupo control (64 

± 8%) en un mismo tiempo (p<0.05); así mismo, a las 48 horas con una 
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concentración de 138 g mL-1 y 150 g mL-1, mejora el porcentaje de este parámetro 

(73 ± 7% y 75 ± 8%, respectivamente), esto en comparación con el grupo control (53 

± 11%) en un mismo tiempo (p<0.05). Para los demás tiempos y concentraciones, las 

pruebas estadísticas no muestran diferencias. Esto nos indica que la C-Ficocianina, 

está mejorando la movilidad total a partir de las 24 horas, bajo nuestras condiciones. 

Como se mencionó, la C-Ficocianina es la parte proteica más abundante en la 

cianobacteria Arthrospira maxima [24, 25, 54, 55], esta cianobacteria también es 

conocida como espirulina [25] y extractos de este organismo han sido utilizados en 

estudios recientes, donde se adicionan a diluyentes para la conservación de 

espermatozoides de bovino [78], búfalo [79] y carnero [30] a 4°C, demostrando que 

tiene propiedades para mejorar la movilidad espermática, por lo que podríamos señalar 

que la C-Ficocianina está participando en el mejoramiento de este parámetro como 

parte de la estructura de esta cianobacteria. 

Mizera y colaboradores [78] reportaron que el uso de 4 g/mL del extracto de Spirulina 

maxima en un diluyente para la conservación de espermatozoides bovinos 

almacenados a 4°C, mejora la movilidad de las células después de un día de 

congelamiento, comparado con el control; sin embargo, en este mismo estudio, cuando 

se utilizó una concentración de 8 g mL-1, la movilidad disminuyó, en comparación con 

el grupo control. 

En otro estudio [79] se demostró que 5 g mL-1 y 10 g mL-1 del extracto de espirulina 

adicionada en el diluyente Base-Tris, almacenada a 4°C, mejora la movilidad en 

espermatozoides de búfalo, 24 horas después de su almacenamiento, esto en 

comparación con el grupo control y con una concentración de 20 g mL-1, no presenta 

diferencia en este parámetro, respecto al control. Por otro lado, en el estudio de 

Leugoue y colaboradores en 2022 [30], reportaron que el uso de 20, 40 y 80 g mL- 1 de 

extracto etanólico de espirulina en el diluyente TEY, almacenado a 4°C, mejora la 

movilidad total espermática en carneros, a partir de las 48 y 72 horas de   

almacenamiento, respectivamente, en comparación con los grupos control. 
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Por otro lado, la movilidad total en el grupo control y en el grupo con una concentración 

de 200 g mL-1, va decreciendo durante el tiempo de almacenamiento de los 

espermatozoides, al pasar de 69 ± 7% a las 0 horas a 52 ± 13% a las 72 horas de 

almacenamiento (p<0.05) y de 75 ± 7% a las 0 horas a 56 ± 10% a las 72 horas de 

almacenamiento (p<0.05), respectivamente; esto nos podría indicar que a 200 g mL-

1 la C-Ficocianina no está funcionando como molécula que ayude a mejorar este 

parámetro espermático. 

Con base a lo anterior, Sheperd y colaboradores [98] reportaron que en la movilidad 

total disminuye del día 1 post-colecta (53%) al día 4 post-colecta (42 %), en un 

diluyente de larga duración almacenado a 17°C. Dubé y colaboradores [97] reportaron 

resultados similares al utilizar un diluyente similar al de este estudio (Beltsville Thawing 

Solution [BTS]) y a temperatura de almacenamiento de 17°C. Del mismo modo, Vyt y 

colaboradores [105] reportaron una disminución en la movilidad utilizando el diluyente 

(BTS) y almacenado a 17°C, observando que a un pH alto, este parámetro se ve 

afectado, dato que concuerda con lo reportado en este estudio. Esto podría deberse a 

una alcalinización del medio donde se mantienen los espermatozoides, ya que la 

glucosa en el diluyente, como fuente de energía y la temperatura de almacenamiento, 

estimulan el metabolismo glucolítico del espermatozoide [96, 106], generando CO2; el 

bicarbonato al actuar como molécula amortiguadora va eliminando protones de la 

solución lo que en consecuencia, resulta en un aumento del pH del medio [105, 107]. 

Por otro lado, se reportó [28] que el adicionar cisteína como antioxidante a un diluyente 

(Modena) no mejora la movilidad total, durante 9 días de almacenamiento a17°C y se 

observa que hasta el día 13 se presenta un incremento en este parámetro espermático; 

sin embargo, bajo nuestras condiciones de estudio (16°C a 24 y 48 horas de 

almacenamiento), se observa una mejora en la movilidad total utilizando una 

concentración de 138 y 150 g mL-1, para posteriormente (a las 72 horas) no mostrar 

diferencias, lo que nos indica que la C-Ficocianina comienza a tener efectosen la 

célula espermática a partir del día 1 de almacenamiento. 
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El espermatozoide de mamíferos posee dos principales sistemas enzimáticos de 

defensa contra las ERO; uno es la SOD, que cataliza la eliminación de O2- y el otro es 

la GPX [77]. Al respecto, Leugoue en 2022 [30] observó que la adición de 40 g mL-1 

y 80g mL-1 de extracto de espirulina a un diluyente presenta una correlación positiva 

entre la movilidad total y la actividad de SOD, por lo que a concentraciones de 138 

g mL-1 y 150 g mL-1 de C-Ficocianina, podría estar aumentando la actividad 

de SOD en el espermatozoide y de esta manera, mejorando la movilidad; manteniendo 

un equilibrio entre la producción de ERO y su participación en la movilidad, ya que, la 

presencia de altos niveles de ERO’s, se relaciona, entre otras, con pérdida en la 

movilidad espermática. [108] 

Por otro lado, Kistanova y colaboradores [77] reportaron que la adición de espirulina 

en la dieta de cerdos, mejora los niveles de SOD en el plasma seminal, esto debido a 

los constituyentes del alga, por ejemplo: ficocianina, -carotenos, ácidos 

poliinsaturados y superóxido dismutasa, esto también nos podría indicar que la C- 

Ficocianina está ayudando a mejorar la actividad de SOD en el espermatozoide. 

Otro factor a considerar es la contaminación bacteriana, que puede generar pérdida en 

la movilidad [109], daño en la membrana plasmática [109, 110] y en el acrosoma [111]. 

En semen de cerdo se ha confirmado la presencia de bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae [64] y el sulfato de gentamicina, antibiótico 

utilizado en el diluyente elaborado en este trabajo, podría estar limitando el crecimiento 

de las bacterias Gramm negativas [64], favoreciendo la calidad espermática. 

La vitalidad es un indicador de la integridad de la membrana y es necesaria para llevar 

a cabo sus funciones [42]. En relación con este parámetro, podemos observar en la 

gráfica 2, que la vitalidad va disminuyendo durante el tiempo de almacenamiento, al 

pasar de 83 ± 5% a las 0 horas a 70 ± 8% a las 72 horas de almacenamiento (p<0.05) 

para el grupo control y de 84 ± 2% a las 0 horas a 74 ± 6% a las 72 horas de 

almacenamiento (p<0.05) para el grupo de 200 g mL-1 de C- Ficocianina, lo que 

demuestra que, a concentraciones de 200 g mL-1, la molécula antioxidante no mejora 

este parámetro espermático.  
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Ahora bien, bajo concentraciones de 138 g mL-1 de C-Ficocianina, no se muestran 

diferencias en los diferentes tiempo y tratamientos, adicionados a un diluyente de corta 

duración y almacenado a 16°C, sin embargo, esto no podría indicarnos que la molécula 

no esté funcionando, sino que se debe extender el tiempo de almacenamiento bajo 

nuestras condiciones de estudio, para posiblemente observar una mejora en este 

parámetro, ya que durante el tiempo de almacenamiento y condiciones de estudio, la 

vitalidad espermática se mantiene. 

En el caso de la concentración de 150 g mL-1 de C-Ficocianina, se observó una 

disminución durante el tiempo de almacenamiento, al pasar de 85 ± 3% a las 0 horas 

a 77 ± 4% a las 24 horas (p<0.05), para después mantenerse sin diferencias hasta las 

72 horas, esto podría estar sugiriendo que a esta concentración también es posible 

mantener este parámetro espermático sin cambios y posiblemente ver una mejoría 

hasta después de las 72 horas de almacenamiento. 

 

Gráfica 2. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina sobre la 

vitailidad espermática en función del tiempo de almacenamiento. El asterisco indica 

diferencia significativa entre diferentes tiempos. ANOVA (p<0.05) n=3. 
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En los resultados de este estudio se observó que la vitalidad espermática va 

decreciendo después de 24 horas de almacenamiento, al pasar del 86% al 67% a las 

72 horas, información que concuerda con la reportada por Antonio y colaboradores en 

2019 [24], donde la vitalidad de las células en almacenamiento a 4°C, se deteriora 

rápidamente después de 24 horas, pasando del 90% al 16% a las 72 horas. Sin 

embargo, la diferencia en los porcentajes de vitalidad entre lo reportado por Antonio 

[24] y nuestro trabajo, se debe a la temperatura de almacenamiento que utilizó, en 

comparación con el nuestro (16°C). Por otro lado, en otro estudio [64] se reporta que 

cuando se almacenan espermatozoides en un diluyente a 16°C, el porcentaje de 

células vivas aumenta en comparación con 5°C y 25°C de almacenamiento. Se ha 

descrito que una temperatura inferior a las 15°C puede inducir en los espermatozoides 

de cerdo un choque térmico por frío [96], lo cual puede provocar daños irreversibles en 

la permeabilidad de las células a través de la pérdida de la integridad de la membrana 

plasmática [42]. 

Por lo anterior, Leugoue y colaboradores en 2022 [30] señalaron en su estudio, que la 

ficocianina y otros componentes presentes en el alga espirulina, podrían estar 

neutralizando el exceso de ERO y, de esta manera, reducir los daños en la membrana 

plasmática del espermatozoide, inhibiendo la lipoperoxidación y preservando la 

vitalidad de la célula; cabe señalar que esto fue observado en un diluyente mantenido 

a 4°C, por 72 horas de almacenamiento, por lo que el efecto de la C-Ficocianina podría 

estar funcionando bajo las condiciones de estudio antes señaladas. Por otro lado, Zhu 

y colaboradores en 2022 [28] reportaron que, el adicionar cisteína mejora la vitalidad 

espermática, a los 5, 9 y 13 días de almacenamiento a 17°C; sin embargo, bajo 

nuestras condiciones de estudio (almacenamiento hasta por 3 días), no se mostraron 

diferencias a concentracionesde 138 g mL-1 de C-Ficocianina, por lo que en esta 

concentración se podría extender el tiempo esperando apreciar un cambio respecto a 

su control. 

Adicional a lo anterior, en otro estudio [112] se reportó que, si el pH del diluyente 

disminuye por debajo de 6.8, podría dañar la membrana plasmática, produciendo 

daños irreversibles, por lo que el sistema amortiguador en la solución podría estar 
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manteniendo la integridad de la membrana, debido a que el pH del diluyente que es 

utilizado en este trabajo es de 7.2 [113], donde el bicarbonato y citrato de sodio podrían 

estar participando como molécula amortiguadora [113]. 

El núcleo del espermatozoide es uno de los componentes vitales involucrados en una 

eficiente fecundación, un daño al ADN puede comprometer la eficiencia reproductiva 

en la piara [114]. El ADN espermático presenta una alta compactación debido a la 

presencia de protaminas, proteínas ricas en arginina y cisteína [36, 115]; estas 

estructuras confieren protección al material genético contra alteraciones físicas y 

químicas que causen mutaciones, así como protección cuando se presente un 

incremento de ERO [36]. Es importante señalar que el ADN del espermatozoide de 

cerdo, presenta una alta resistencia a procesos de congelamiento y descongelamiento, 

esta resistencia parece estar relacionada con la cantidad de puentes disulfuro con los 

que cuentan las protaminas para estabilizar la cromatina [24]. 

 
 

Gráfica 3. Porcentaje de espermatozoides sin daño al ADN, utilizando diferentes 

concentraciones de C-Ficocianina y en función del tiempo de almacenamiento. n=3. 
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Respecto a la integridad del ADN (gráfica 3), no se muestran diferencias en los distintos 

tiempos y tratamientos, estos datos concuerdan con lo reportado en otro estudio [116], 

en donde la integridad de la cromatina se mantuvo hasta las 96 horas de 

almacenamiento en el diluyente BTS a 17°C, sugiriendo que se necesita mayor tiempo 

de almacenamiento para que se pueda presentar daño en el ADN y poder observar un 

potencial efecto protector de la C-Ficocianina. Otro factor importante a considerar es 

la temperatura, Antonio en 2019 [24] reportó que a una temperatura de 

almacenamiento de 4°C, el daño al ADN, se presentó en cerca del 40% de las células 

a partir de las 24 horas, por lo que la temperatura de almacenamiento de este estudio 

(16°C), podría estar manteniendo la integridad de esta estructura. 

Mizera y colaboradores en 2019 [78] reportaron que la adición de 2, 4 y 6 g mL-1 del 

extracto de Spirulina maxima en un diluyente para la conservación de espermatozoides 

bovinos almacenados a 4°C, mejora a las 24 horas de descongelación el porcentaje 

de integridad al ADN; estos datos podrían confirmar lo señalado en el párrafo anterior, 

donde la temperatura de almacenamiento de nuestro estudio (16°C) favorece la 

integridad del ADN, volviendo a hipotetizar que es necesario extender el tiempo de 

almacenamiento para que la C-Ficocianina pudiera demostrar su capacidad para ver 

resultados en este parámetro espermático. 

Otro punto a considerar son los componentes del diluyente, en donde el bicarbonato 

y citrato de sodio, podrían estar preservando la integridad del ADN, esto debido a que 

la fragmentación se asocia a un descenso en el pH del medio [96], rompiendo los 

puentes disulfuro en la cromatina [117], por lo que las moléculas amortiguadoras de 

nuestro diluyente, podrían estar manteniendo el pH y, de esta manera, ayudando a 

mantener la integridad del material genético. 

El potencial de membrana mitocondrial (PMM) es un indicador directo de movilidad [30, 

118] y su interés radica en su importancia para la producción de adenosín trifosfato 

(ATP), sintetizado en la fosforilación oxidativa [119]. 

En la gráfica 4 podemos observar que, a las 0 horas de almacenamiento, el PMM 

disminuye a una concentración de 150 g mL-1 de C-Ficocianina (2035 ± 499), 

respecto al grupo control (2510 ± 362) y a los grupos con concentraciones de 138 g 
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mL-1 (2570 ± 283) y 200 g mL-1 de C-Ficocianina (2590 ± 224) (p<0.05), sin embargo 

a las 24 horas de almacenamiento, el PMM se incrementa en la concentración de 150 

g mL-1 (2571 ± 379) respecto a la misma concentración en el tiempo 0 de 

almacenamiento (2035 ± 499) (p<0.05), para posteriormente (48 horas) volver a 

decrecer (2038 ± 246) (p<0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfica 4. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina sobre el 

potencial de membrana mitocondrial en función del tiempo. El asterisco indica diferencia 

significativa entre diferentes grupos y tiempos de almacenamiento. ANOVA (p<0.05) n=3. 

Ahora bien, si se comparan los diferentes tratamientos de C-Ficocianina, respecto a su 

grupo control, no se muestran diferencias que mejoren este parámetro, estos datos 

concuerdan con lo reportado por Shepherd y colaboradores en 2022 [98], donde el 

PMM no muestra diferencia en el día 1 y 4 post-colecta, en un diluyente de larga 

duración almacenado a 17°C, esto podría indicarnos que la C-Ficocianina podría estar 

controlando la producción de ERO dentro de la mitocondria y por lo tanto esté 

preservando la integridad del organelo, lo anterior debido a que una disminución en el 

PMM se atribuye a un incremento en la producción de ERO [16, 120]. 
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Por otro lado, Zhu y colaboradores en 2022 [28], reportaron que el adicionar cisteína 

como antioxidante a un diluyente (Modena) a temperatura de 17°C, no genera 

diferencia al día 1 de almacenamiento; sin embargo, a partir del día 5, 9 y 13, se 

presenta un incremento en este parámetro. En otro estudio [27] se observó que la 

adición de proantocianidinas oligoméricas, como antioxidante, en un diluyente BTS, 

almacenado a 17°C, mejora el potencial de membrana al día 3 y 5 de almacenamiento; 

lo que nos podría indicar que el tiempo de almacenamiento en este estudio, es muy 

corto para poder ver diferencias en el uso de C-Ficocianina entre las diferentes 

concentraciones y el grupo control. 

Como se mencionó anteriormente, la movilidad es una función que depende de la 

energía y se asocia a la actividad mitocondrial [30], una disminución de la movilidad es 

indicativo de un suministro insuficiente de energía por parte de las mitocondrias [121]; 

en los resultados de este trabajo puede observarse un mejoramiento en la movilidad 

en concentraciones de 138 g mL-1 de C-Ficocianina a las 48 horas de 

almacenamiento y 150 g mL-1 de C-Ficocianina a las 24 y 48 horas; por lo que 

podríamos hipotetizar que en las concentraciones antes señaladas, la C-Ficocianina 

está protegiendo a las mitocondrias para una correcta producción de ATP, lo anterior 

debido a que este organelo es sensible al proceso de enfriamiento, esta sensibilidad 

resulta en una disrupción en la síntesis de ATP y, consecuentemente, la reducción de 

la movilidad [121]. 

La exposición de la célula espermática a condiciones artificiales de mantenimiento 

incrementa la producción de ERO que normalmente surge como consecuencia de las 

condiciones aeróbicas en las que participan los espermatozoides vivos [122] y cuando 

las concentraciones de ERO alcanzan niveles críticos, se presenta un estrés oxidante 

en la célula [30, 78], provocando, por ejemplo, daño al ADN [36], oxidación de proteínas 

y lípidos [123], pérdida de la movilidad [30] y daño a la membrana [18]. 

En cuanto a la evaluación de este parámetro, en la gráfica 5 se observa una 

disminución, de la media de fluorescencia, en el grupo control de las 0 horas de 

almacenamiento (90 ± 6) respecto a las 24 (68 ± 8), 48 (51 ± 6) y 72 (63 ± 18) horas 

de almacenamiento (p<0.05), respectivamente; así mismo en el grupo con una 
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concentración de 200 g mL-1, la media de fluorescencia disminuye de las 0 horas de 

almacenamiento (75 ± 3) respecto a las 48 (44 ± 23) y 72 (47 ± 4) horas de 

almacenamiento, respectivamente (p<0.05). Estos datos podrían relacionarse con la 

vitalidad espermática, donde este parámetro decrece en el grupo control de las 0 horas 

de almacenamiento (83 ± 5%) respecto a las 72 horas (70 ± 8%) y en el grupo con 200 

g mL-1, disminuye de las 0 horas de almacenamiento (84 ± 2) respecto a las 72 horas 

(74 ± 6), por lo que la disminución en la producción de ERO podría deberse a muerte 

celular, toda vez que la DCFH-DA debe ser incorporado a la célula y ser diacetilado 

para emitir fluorescencia. 

En cuanto a las concentraciones de 138 g mL-1 y 150 g mL-1 de C-Ficocianina, la 

producción de ERO no muestra diferencias entre los tiempos y tratamientos, esto 

podría deberse a que a estas concentraciones, la C-Ficocianina podría estar 

neutralizando ERO; lo anterior de acuerdo a un estudio de Leugoue y colaboradores 

en 2022 [30], en donde reportan que cuando se presenta un estrés oxidante, se 

provoca una pérdida de la movilidad, tal y como se aprecia en este estudio; sin 

embargo, en concentraciones de 150 g mL-1 de C-Ficocianina, a las 24 y 48 horas 

de almacenamiento y 138 g mL-1 de C-Ficocianina a las 48 horas de 

almacenamiento, se observó un mejoramiento en este parámetro espermático, 

respecto al grupo control de cada tratamiento y tiempo de almacenamiento, lo que 

podría indicarnos que la C-Ficocianina está controlando la producción de ERO y de 

esta manera mejora la movilidad de la célula. 
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Gráfica 5. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina sobre las ERO 

en función del tiempo de almacenamiento. El asterisco indica diferencia significativa entre 

diferentes tiempos de almacenamiento. ANOVA (p<0.05) n=3. 

Ahora bien, la mitocondria es el mayor productor intracelular de ERO [98] y existe una 

relación positiva entre el potencial de membrana mitocondrial y la producción de ERO 

[124, 125]. De acuerdo a Kurshunov y colaboradores [124], existe un aumento en la 

producción de ERO cuando hay un alto PMM; datos que concuerdan con este trabajo, 

en donde el PMM está generando ERO, sugiriendo que la C-Ficocianina y el sistema 

antioxidante del espermatozoide está podrían estar actuando en conjunto para 

neutralizar las ERO de manera eficiente; esto debido a que un exceso de ERO podría 

dañar la membrana interna de la mitocondria [126, 127], afectando el PMM y, por lo 

tanto, la producción de ATP, que se vería reflejado en una disminución de la movilidad 

espermática [28, 30]. 

Por otro lado, Antonio y colaboradores en 2019 [24], observaron que la adición de C- 

Ficocianina a un diluyente almacenado a 4°C, reduce la producción de ERO a las 0 y 

24 horas de almacenamiento, respectivamente; datos que contrastan con los reportado 

en este trabajo en donde la producción de ERO no muestra una diferencia entre los 

controles de estos tiempos; lo anterior se debe a que la temperatura de 

almacenamiento en nuestro estudio (16°C), mantiene la integridad celular y la 
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producción de ERO es controlada; esto podría deberse a que la temperatura utilizada 

en el estudio de Antonio [24] (4°C), induce daños irreversibles en el espermatozoide 

[128] y uno de los factores responsables de este daño es el incremento en la producción 

de ERO [129], por lo que la C-Ficocianina, podría estar actuando en la neutralización 

de las ERO que se encuentran en elevada concentración. Adicional a lo anterior, 

podríamos hipotetizar que la C-Ficocianina funciona mejor a temperatura de 4°C, que 

a temperatura de 16°C. 

La capacitación espermática se define como el proceso fisiológico que involucra 

cambios morfológicos y bioquímicos en el espermatozoide para facilitar la unión y la 

penetración de la zona pelúcida para finalmente fusionarse con el ovocito [47, 130, 

131]. La capacitación está regulada, entre otros factores, por reacciones de oxido- 

reducción [132], en donde las ERO, a niveles fisiológicos, actúan como mediadores en 

esta función espermática [78]. De Lamirande y colaboradores [132] reportaron que el 

H2O2 y el O2- participan en la regulación de los niveles de monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc) a través de la oxidación de la adenilil ciclasa a nivel de los grupos 

tiol de los residuos de cisteína que contiene. Esto a su vez se ha reportado en otros 

trabajos [93, 133]. 

Se ha observado que el H2O2 participa en la inhibición de la tirosina fosfatasa y en la 

estimulación de la tirosina cinasa [38, 93]; la inhibición de la tirosina fosfatasa provoca 

que aumenten los niveles de fosforilación de tirosinas, que acompañan las señales de 

transducción en la capacitación [133]. Lo anterior sucede a través de los residuos de 

tirosina que posee, debido a que para que la enzima se encuentre activa, necesita estar 

en estado reducido [134, 135]. 

Por otro lado, se ha reportado que el H2O2 y el O2-, participan como mecanismo 

activador, ya que la adenilil ciclasa es oxidada por estas ERO en los grupos tiol de los 

residuos de cisteína [38, 93], esto provoca el incremento de AMPc en el 

espermatozoide y promueve que se lleve a cabo la actividad de la tirosina cinasa [133, 

136]. La generación de ERO, la adenilil ciclasa y la activación de la fosforilación de 

tirosinas, provocarán que el espermatozoide se capacite [130]. 



50  

En los resultados de nuestro trabajo (gráfica 6) se aprecia una disminución en el 

porcentaje de espermatozoides capacitados, en el grupo control de las 0 horas de 

almacenamiento (79 ± 3%) respecto a las 24 (64 ± 6%), 48 (64 ± 8%) y 72 (73 ± 6%) 

horas de almacenamiento (p<0.05), respectivamente; para los demás tiempos y 

tratamientos no se muestran diferencias. Lo anterior podría relacionarse con los 

resultados en la producción de ERO, en donde se presenta una disminución, de la 

media de fluorescencia, en el grupo control de las 0 horas de almacenamiento (90 ± 6) 

respecto a las 24 (68 ± 8), 48 (51 ± 6) y 72 (63 ± 18) horas de almacenamiento (p<0.05), 

respectivamente, lo que nos permite ver que cuando la producción de ERO disminuye, 

existe una disminución en la capacitación espermática, lo que también podría 

relacionarse con la vitalidad en el grupo control, donde decrece de las 0 a las 72 horas 

de almacenamiento, respectivamente. 

En cuanto a los grupos, con tratamiento de 130 g mL-1, 150 g mL-1 y 200 g mL-1 

de C-Ficocianina, las pruebas estadísticas no muestran diferencia entre los distintos 

tiempos de almacenamiento, lo que nos podría estar indicando que la producción de 

ERO’s está siendo controlada por la C-Ficocianina, así como por el espermatozoide, 

a través de su sistema antioxidante, de tal manera que las mantiene dentro de los 

niveles fisiológicos para que pueda llevar a cabo la capacitación; además, de que el 

tiempo de almacenamiento de las células en el diluyente podría ser muy corto y esto 

nos podría estar impidiendo observar los efectos de la C-Ficocianina en el 

mejoramiento de la capacitación. 
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Gráfica 6. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina sobre la 

capacitación espermática en función del tiempo de almacenamiento. El asterisco indica 

diferencia significativa entre diferentes tiempos de almacenamiento. ANOVA (p<0.05) n=3. 

Ahora bien, otro factor a considerar es el diluyente utilizado en este trabajo, en donde 

las moléculas amortiguadoras (bicarbonato de sodio y citrato de sodio) mantienen los 

niveles de pH óptimos para que no se lleve a cabo una capacitación no regulada debido 

a variaciones en el pH del medio [97] y el agente quelante (EDTA) que se agrega al 

diluyente ayuda a evitar una capacitación y reacción acrosomal prematura [42]. 

La reacción acrosomal es un evento fisiológico que se presenta en el espermatozoide 

previamente capacitado, involucra la fusión de la membrana acrosomal externa con la 

membrana plasmática de la célula y la liberación de enzimas proteolíticas [39, 137, 

138]. 

Al igual que la capacitación, la reacción acrosomal está regulada, entre otros factores, 

por reacciones de oxido-reducción [132, 139, 140], en donde las ERO, a niveles 

fisiológicos, también actúan como mediadores en esta función espermática [39]. 



52  

De Lamirande [132, 139, 140] y Juárez [36] reportaron que el O2- produce un 

incremento en la producción de AMPc, que provoca la activación de la proteína cinasa 

A (PKA), que a su vez fosforila los residuos de tirosinas de las proteínas, lo que provoca 

la liberación de enzimas proteolíticas contenidas en el acrosoma; estas enzimas abren 

paso al espermatozoide para penetrar y cruzar la zona pelúcida para, finalmente, 

fusionarse con el ovocito [133]. 

Juárez y colaboradores [36] señalaron que el H2O2 tiene un papel importante en la 

estabilidad de la membrana plasmática durante la capacitación, ya que participa en la 

inhibición de la tirosina fosfatasa [38, 93], esta enzima desfosforila moléculas y 

mantiene a la fosfolipasa A (FLPA) inactiva, es decir en estado oxidado [36]; lo anterior 

sucede a través de los residuos de serina que posee la FLPA [141]. Cuando el 

espermatozoide entra en contacto con la zona pelúcida, el O2- activa a proteín tirosina 

cinasa (PKT), que a su vez activa a la proteína cinasa C (PKC) y esta fosforila y activa 

a la FLPA [142]; una vez activada la FLPA, se incrementa la fluidez de la membrana 

por remoción de ácidos grasos de las cadenas de fosfolípidos de fosfatidilcolina, 

fostaidilserina y fosfatidiletanolamina, causando degradación de la membrana y 

generando ácido araquidónico y lisofosfolípidos [143]. 

En los resultados de este trabajo (gráfica 7) podemos observar el efecto que tiene la 

adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina a un diluyente de corta 

duración a 16°C, donde a la temperatura de almacenamiento inicial (0 horas) con una 

concentración de 138 g mL-1 y 150 g mL-1, mejora el porcentaje de reacción 

acrosomal (75 ± 4% y 67 ± 7%, respectivamente), esto en comparación con el grupo 

control (57 ± 5%) en un mismo tiempo (p<0.05); cabe resaltar que existe una mejoría 

en el porcentaje de espermatozoides reaccionados con la concentración de 138 g 

mL-1 (75 ± 4%) respecto a la concentración de 150 g mL-1 (67 ± 7%) y 200 g mL-1 

(65 ± 3%), en este mismo tiempo (p<0.05). Así mismo, a las 48 horas con una 

concentración de 150 g mL-1, se mejora el porcentaje de este parámetro (76 ± 3%), 

esto en comparación con el grupo control (63 ± 11%) en un mismo tiempo (p<0.05); 
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para los demás tiempos y concentraciones, las pruebas estadísticas no muestran 

diferencias. Esto nos podría indicar que la C-Ficocianina está preservando la 

membrana plasmática y protegiendo la estructura acrosomal, esto debido a su 

actividad antioxidante; al proteger estas estructuras, el espermatozoide es capaz de 

llevar a cabo la reacción acrosomal. 

Por otro lado, se aprecia un aumento en el porcentaje de espermatozoides 

reaccionados en el grupo con concentración de 150 g mL-1 a las 0 horas de 

almacenamiento (79 ± 3%) respecto a las 24 (64 ± 6%), 48 (64 ± 8%) y 72 (73 ± 6%) 

horas de almacenamiento (p<0.05), respectivamente. Esta misma tendencia la 

apreciamos en la concentración de 200 g mL-1 al tiempo de almacenamiento inicial 

(0 horas) (65 ± 3%) respecto a las 72 horas de almacenamiento (73 ± 6%) (p<0.05). 

Lo que nos indica que la C-Ficocianina, a una concentración de 150 g mL-1 y 200 

g mL-1, está mejorando la reacción acrosomal, pero el tiempo de almacenamiento es 

muy corto como para poder observar diferencia significativa respecto al grupo control 

en cada tiempo de almacenamiento. 
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Gráfica 7. Efecto de la adición de diferentes concentraciones de C-Ficocianina en la reacción 

acrosomal en función del tiempo de almacenamiento. El asterisco indica diferencia significativa 

entre diferentes grupos y tiempos de almacenamiento. ANOVA (p<0.05) n=3. 

El estudio de Guerrero y colaboradores en 2021 [144], señalaron que la adición de 

extractos de Cymbopogon citratus e Hypericum perforatum, como agentes 

antioxidantes, a semen fresco de cerdo almacenado a 17°C; no muestran una 

disminución en el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma dañado, a las 24 

horas de almacenamiento respecto al grupo control; sin embargo a las 72 horas de 

almacenamiento disminuye el porcentaje de acrosomas dañados, utilizado 0.125 l y 

0.0625 l de extractos de Cymbopogon citratus, así como 0.250 l, 0.125 l y 0.0625 

l de Hypericum perforatum, respecto al grupo control. Estos datos contrastan con los 

nuestros, donde la adición de C-Ficocianina comienza a mejorar la reacción acrosomal 

a partir de la hora 0, para después mantenerse sin cambios a las 24 horas y 

posteriormente observar una mejoría a las 48 horas; esto nos podría indicar que existe 

una protección de la C-Ficocianina hacia el acrosoma a partir del tiempo inicialde 

almacenamiento. 

Por otro lado, Martins y colaboradores en 2020 [145], observaron que la adición de 

vitamina C, trolox y glutatión reducido a un diluyente de larga duración y almacenado 

a 15°C, mejora la preservación del acrosoma, durante el tiempo de almacenamiento 

inicial (0 horas) y hasta 72 horas, respecto al grupo control; siendo el glutatión reducido 

la molécula con mayores porcentajes de acrosoma intacto, esto respecto al control. 

Datos que concuerdan con los reportado en este trabajo, donde a partir de las 0 horas 

comienza a observarse una mejora en la reacción acrosomal del espermatozoide. 

Otro factor a considerar es el pH del medio. Cross [146], demostró que el porcentaje 

de espermatozoides reaccionados y que fueron expuestos a progesterona, fue menor 

cuando el pH extracelular se encontraba entre 6.7 y 7.0, pero presentando un mayor 

porcentaje en pH extracelular entre 7.0 y 7.6; el pH del diluyente utilizado en este 

estudio es de 7.2 y de acuerdo a lo anterior, se podría hipotetizar que, debido al pH 
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de nuestro medio, existe una buena respuesta a la reacción acrosomal, después de 

cada tiempo de incubación. 

Ahora bien, el medio de capacitación utilizado en este trabajo, contiene lactato y 

piruvato, los cuales acidifican al espermatozoide [147], esto sugiere que, la presencia 

de estas moléculas retarda el desarrollo de la reacción acrosomal [146]. Cross [146] 

demostró que, en ausencia de lactato y piruvato de sodio, se reduce la respuesta para 

la reacción acrosomal, por lo que la presencia de estas moléculas podría estar 

favoreciendo la respuesta para la reacción acrosomal. Por otro lado, la molécula de 

EDTA (agente quelante) que se utilizó en el diluyente de este trabajo, ayudó a evitar 

una reacción acrosomal prematura [42]. 

XV. CONCLUSIONES. 

 

- La C-Ficocianina a 138 g mL-1 y a 48 horas de almacenamiento; así como a 

150 g mL-1 a 24 y 48 horas de almacenamiento, respectivamente, mejora la 

movilidad total espermática. 

- A concentraciones de 138 g mL-1 y 150 g mL-1, al tiempo de almacenamiento 

inicial (0 horas); así como a 150 g mL-1 y a 48 horas de almacenamiento, 

aumenta el número de células con reacción acrosomal. 

- El diluyente utilizado en este trabajo, ayuda a mantener a la célula viva. 

 
- La temperatura de almacenamiento utilizada en este trabajo es la indicada para 

mantener la calidad (vitalidad, integridad del ADN) y fisiología espermática 

(PMM, producción de ERO y capacitación) de cerdo, por un periodo de tiempo 

de 1 a 3 días a 16°C. 

 
XVI. PERSPECTIVAS. 

 
Es de notar que actualmente existen investigaciones donde se reporta el uso de la C- 

Ficocianina como molécula antioxidante, antinflamatoria, neuroprotectora o 

hepatoprotectora pero, pocos estudios corresponden a su uso como antioxidante en 

diluyentes para la conservación de espermatozoides de cerdo, siendo éste, uno de 
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ellos; por lo tanto, el presente estudio es un punto de partida para entender mejor el 

mecanismo de acción de la C-Ficocianina como molécula antioxidante en el 

almacenamiento de gametos en diluyentes de corta, mediana o larga duración, así 

como su participación en la actividad enzimática antioxidante de la célula espermática. 

Por otro lado, el uso de antibióticos en los diluyentes es muy utilizado a nivel mundial 

ya que prolonga la vida del espermatozoide y reduce el riesgo de transmisión de 

enfermedades, pero el uso de estos conlleva el riesgo de generar resistencia 

bacteriana, esta última es un grave riesgo para la salud humana y economía mundial, 

ya que los antibióticos incorporados a los diluyentes pueden seguir una ruta para la 

diseminación de resistencias a los antibióticos, esto es a través de la inseminación 

artificial, donde los antibióticos ingresan al cuerpo de la cerda y esto podría ser una 

causa de riesgo, ya que esta resistencia puede ingresar a la cadena alimenticia del 

humano. 

Actualmente se estudian alternativas para el control bacteriano en el almacenamiento 

de espermatozoides de cerdo, esto como parte de la estrategia mundial de defensa 

contra la resistencia a los antimicrobianos y una de estas estrategias es el uso de 

diluyentes que se almacenan a bajas temperaturas (5°C), que contienen antioxidantes, 

inhibidores de la capacitación y protectores de membrana; esta alternativa podría ser 

una opción para preservar la calidad de las células espermáticas e inhibir el 

crecimiento de bacterias en ausencia de antibióticos. Otros estudios señalan el uso de 

péptidos antimicrobianos, nanopartículas o compuestos naturales para el control 

microbiano; por lo que la C-Ficocianina, al ser un compuesto natural, podría ser una 

estrategia viable para conservar la calidad del espermatozoide a temperaturas bajas 

y sin el uso de antibióticos. 
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