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RESUMEN

Los daños que se producen durante los procesos de criopreservación en los espermatozoides de 
la especie ovina reducen la calidad del semen y por lo tanto su capacidad fecundante. El objetivo del 
presente estudio fue evaluar el efecto de adición de diferentes concentraciones de 3,4-dihidroxifenilglicol 
(DHPG) sobre el semen ovino durante el proceso de criocongelación. Para ello el esperma, una vez 
recogido se agrupó y fue diluido con Biladyl, suplementado con diferentes concentraciones de DHPG (59 
μM, 177μM, 295μM y 413μM), dejando un tratamiento control sin antioxidante. Se evaluó la motilidad, 
la viabilidad, la integridad del acrosoma, el potencial de la membrana mitocondrial y la peroxidación 
lipídica (LPO). No se observaron diferencias significativas derivadas de la adición de DHPG para todas 
las variedades estudiadas, a excepción de la LPO, que resultó verse reducida con respecto al control 
cuando las muestras fueron criopreservadas. Se concluyó por tanto que la adición de DHPG tiene un 
efecto positivo sobre los espermatozoides descongelados en la medida en que redujeron la LPO.
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3,4-dihydroxyphenylglycol reduces lipid peroxidation during the cryopreservation 
process of ram semen

SUMMARY

The damage produced by cryopreservation processes on ovine spermatozoa reduces semen 
quality and therefore its fertilising capacity. The aim of this study was to evaluate the effect of adding 
different concentrations of 3,4- dihydroxyphenylglycol (DHPG) to sheep semen during the cryopre-
servation process. For this purpose, the sperm, once collected, were pooled and diluted with Biladyl, 
supplemented with different concentrations of DHPG (59 μM, 177μM, 295μM and 413μM), leaving 
a control treatment without antioxidant supplementation. Motility, viability, acrosome integrity, mito-
chondrial membrane potential and lipid peroxidation (LPO) were assessed. No significant differences 
were observed derived from the addition of DHPG for all the studied variables, with the exception of 
the LPO, which was reduced in comparison to the control treatment when the samples were cryopre-
served. It was therefore concluded that the addition of DHPG has a positive effect on thawed sperm 
as they reduced LPO.
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INTRODUCCIÓN

Los procesos de criopreservación de los esperma-
tozoides derivan en daños irreversibles que condicio-
nan los resultados de fertilidad (Hashem, Haddad & 
Eslami 2017). Los espermatozoides de carnero son cé-
lulas especialmente sensibles al choque térmico como 
consecuencia de los daños producidos en la células 
quederivan de la formación de hielo intracelular, va-
riaciones osmóticas y en algunos casos, la toxicidad de 
los medios de criopreservación (Curry & Watson 1994).

Dicha sensibilidad de los espermatozoides de carne-
ro está asociada a la composición de su membrana plas-
mática, alta en ácidos grasos poliinsaturados y con baja 
relación colesterol:fosfolípido, que la hacen susceptible 
a las moléculas prooxidantes y especies reactivas de 
oxígeno (ERO) que derivan en la peroxidación de la 
membrana plasmática. 

Los efectos que pueden tener las ERO en los esper-
matozoides dependen del tipo y su concentración, te-
niendo a bajas concentraciones un efecto positivo sobre 
la capacitación o reacción acrosómica(Bucak et al. 2007), 
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mientras que a altas concentraciones acaba por inhibir 
la función normal de los espermatozoides por medio 
de la peroxidación de los ácidos grasos poliinsaturados 
localizados en la misma, reduciendo así la viabilidad 
de la célula (Aziz et al. 2004).

A pesar de que los espermatozoides poseen me-
canismos endógenos que les ayudan a contrarrestar 
el estrés oxidativo, la manipulación de semen o un 
descenso brusco de la temperatura pueden dar lugar 
a un entorno en que estos mecanismos vean sobrepa-
sada su actividad, no pudiendo contrarrestar el estrés 
producido (Agarwal & Saleh 2002). Es por esto que la 
adición de antioxidantes exógenos se presenta como 
una posible alternativa para reducir los efectos nega-
tivos de la LPO. 

Han sido múltiples los estudios realizados con ex-
tractos obtenidos a partir de hojas, semillas y raíces 
de plantas que han afirmado tener propiedades anti-
oxidantes debido a su alto contenido en polifenoles, 
flavonoides, carotenos, ácido gálico, taninos y acei-
tes esenciales, teniendo además una mayor actividad 
que los antioxidantes sintéticos, al reducir la toxicidad 
y la formación de residuos (Zhong& Zhou 2013). El 
alto porcentaje de fenoles que posee el aceite de oliva 
(Fernandez-Bolanos et al. 2008) lo hace un producto de 
interés como agente antioxidante. 

El 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG) es un fenol que 
se obtiene a partir del Alperujo, residuo derivado del 
proceso de molturación della aceituna para la obten-
ción de aceite de oliva, del cual se han documentado 
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Rodrí-
guez et al. 2007). 

Los estudios realizados referentes al efecto del acei-
te de oliva y sus derivados sobre la calidad del semen 
no son muy numerosos, teniendo como ejemplo algu-
nos trabajos recientes realizados en especies como el 
caprino (Arando et al. 2021)o el canino(Shakouri et al. 
2021). Por tanto, tenindo en cuenta la capacidad an-
tioxidante señalada, se planteó la hipótesis de que la 
suplementación de DHPG al diluyente de congelación 
de semen de carnero,podría mejorar la calidad post-
descongelación.

MATERIAL Y MÉTODOS 

Preparación de medios y antioxidantes 
Para la dilución y criopreservación de los esperma-

tozoides se utilizó el diluyente comercial Biladyl (Mi-
nitub Ibérica, S.L., Tarragona, España). Las fracciones A 
y B se prepararon de acuerdo con las recomendaciones 
del fabricante. El semen se diluyó 1:2 con la fracción A 
del diluyente. Las muestras se complementaron con 
diluyentes que contenían diferentes concentraciones 
de DHPG(59μM, 177μM, 295μM y 413μM).

El DHPG se extrajo del Alperujo y se trató a 160ºC 
y 9 kg/cm2 de presión, durante 60 min. La extracción 
térmica se realizó en un reactor de 100 l utilizando va-
por como calentamiento directo. Tras el enfriamiento, 
el material húmedo se centrifugó a 4700 g (Comteifa 
S.L., Barcelona, España) para la separación de sólidos 
y líquidos. Finalmente, el DHPG se purificó hasta al-

canzar un 95% de pureza, en relación con la materia 
seca, utilizando un sistema cromatográfico (Fernández-
Bolaños Guzmán et al. 2013). 

Animales y recogida de semen

Se utilizaron seis carneros de la raza Merina de 
entre 2 y 3 años. Los eyaculados fueron recogidos me-
diante vagina artificial fuera de la estación óptima de 
reproducción . Se recogieron 12 eyaculados por macho 
para un total de 72 eyaculados totales. 

Los animales se mantuvieron en el Centro Agrope-
cuario Provincial de Córdoba (España), alojados en un 
cubículo con suelo de hormigón y alimentados con un 
pienso concentrado comercial (0,5 kg), con acceso ad 
libitum a heno, agua y bloques de suplementos minera-
les. El manejo de los animales se ajustó a la normativa 
de la Unión Europea (2010/63/UE) en su transposición 
a la legislación española (RD 53/2013). El experimento 
contó con la autorización del Comité de Bioética de la 
Universidad de Córdoba.

Una vez recogidos los eyaculados estos se intro-
dujeron en un baño de agua a 37ºC, donde se man-
tuvieron durante la evaluación inicial del semen. El 
volumen fue determinado con la ayuda de tubos gra-
duados, la concentración espermática con fotómetro 
(Accurread, IMV technologies, Francia) y la motilidad 
masal mediante microscopio (0-5, 40 aumentos; Olym-
pus, Tokio, Japón). Sólo se incluyeron en este estudio 
los eyaculados con un volumen ≥ 0,5 ml, una concen-
tración ≥ 3000 x 106spz/ml y una motilidad masal ≥ 4.

Dilución, congelación y descongelación del semen

Los eyaculados fueron diluidos 1:2 con la fracción A 
del diluyente, para acto seguido agruparlos de manera 
que se pudiera reducir el efecto individual de cada ma-
cho. A partir de la dilución ya indicada, se obtuvieron 
5 alícuotas, las cuales se completaron con la fracción 
A del diluyente suplementado con diferentes concen-
traciones de DHPGde forma que en todos los casos se 
obtuviera un volumen total de 500 µl por alícuota y 
manteniendo la concentración arriba indicada. Tras el 
proceso de refrigeración de 2 horas a 5ºC se añadieron 
500 µl de la fracción B del diluyente, complementado 
con las distintas concentraciones de DHPG, obtenién-
dose un volumen total de 1000 µl por alícuota. La con-
centración era de 400x 106spz/ml por alícuota.  

Las muestras fueron congeladas en pajuelas de 0,25 
ml conteniendo 100 x 106 spz/pajuela y se congelaron 
en vapores de nitrógeno a 4 cm durante 10 minutos.

Evaluación de la motilidad del semen

La motilidad espermática fue evaluada mediante 
el software ISAS v.1.2 (Integrated Semen AnalyserSys-
tem, Proiser, Valencia, España). Previamente, las mues-
tras se diluyeron con la fracción A del Biladylhasta una 
concentración final de 25 x 106spz/ml. Se capturaron 
un total de cuatro campos al azar. El área de la cabeza 
se consideró ser de 10-70 µm2.

Evaluación con citómetro de flujo 
Los análisis de citometría de flujo se realizaron utili-

zando un citómetro de flujo FACScalibur (BD Bioscien-
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ces, San José, CA, EE.UU.) con un láser azul de argón 
de 488 nm. 

La viabilidad de los espermatozoides se determinó 
mediante el kit de viabilidad LIVE/DEAD (Molecular 
Probes Europe, Leiden, Países Bajos) (Arando et al. 
2017). Se diluyó un volumen de 10 µl de esperma con 
240 µl de tampón de citómetro (4 x106spz/ml) y se 
mezcló inmediatamente con 2,5 µl de SYBR-14 (20 nM 
de concentración final) y 5 μl de yoduro de propidio 
(IP,10 μM de concentración final). La mezcla se incubó 
en la oscuridad durante 15 minutos y a continuación se 
analizaron las muestras. Los espermatozoides que emi-
ten en la longitud de onda verde (FL1) se consideraron 
como espermatozoides con membranas plasmáticas 
intactas. 

La integridad del acrosoma se determinó utilizando 
la combinación de PI (Molecular Probes Europe, Lei-
den, Países Bajos) y aglutinina de cacahuete conjugada 
con isotiocianato de fluoresceína (PNA-FITC, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Arando et al. 2017). Un 
total de 100 μl de muestra (5 x106spz/ml de concen-
tración final) se mezcló con 5 μl (100 μg/ml en DMSO, 
solución madre) y 5 μl de IP (6 μM de concentración 
final) y se incubó en la oscuridad durante 5 min. A 
continuación, se añadieron 400 μl de tampón del citó-
metro y se analizaron las muestras. Los resultados se 
presentaron como el porcentaje de espermatozoides 
con acrosoma intacto.

El potencial de la membrana mitocondrial se eva-
luó utilizando MitoTracker Red CMXRos (Molecular 
Probes Europe, Leiden, Países Bajos) y SYBR-14 (Mo-
lecular Probes Europe, Leiden, Países Bajos) (Hallapet 
al.   2005; Santiani2016). Un total de 50 μl de semen (100 
x 106spz/ml) se mezclaron con 350 μl de tampón de 
citómetro, 2 μl (2μM de concentración final) de SYBR-
14 y 2μl (10 μM de concentración final) de MitoTracker 
Red CMXRos. Se incubaron en la oscuridad durante 
10 minutos a 37°C y sólo se registraron los espermato-
zoides con alto potencial de membrana mitocondrial 
(HMMP). 

La LPO se estimó utilizando C11-BODIPY581/591 
(Molecular Probes Europe, Leiden, Países Bajos) de 
acuerdo con un protocolo modificado (Thuwanut et al. 
2009) . En resumen, el esperma descongelado se diluyó 
hasta alcanzar una concentración final de 4 x 106spz/
ml. A continuación, se cargaron 100 µl de esperma di-
luido con 1 µl de C11-BODIPY581/591 (concentración 
final de 2 µM) y se incubaron a 37ºC durante 30 min. 
Después, se añadió 1 ml de PBS y se centrifugó a 600g 
durante 8 min. El pellet se resuspendió con 100 µl de 
PBS antes de la evaluación. Los espermatozoides con 
LPO emitieron luz en la longitud de onda verde y se 
consideraron células positivas al BODIPY. 

Los datos adquiridos se analizaron con el software 
FlowJo® versión 7.6.2, utilizando gráficos de puntos en 
base al tamaño celular relativo (FSC), la complejidad 
interna (SSC) y la intensidad de fluorescencia 
específica para cada sonda. El porcentaje de eventos no 
espermáticos se corrigió matemáticamente en función 
de la viabilidad y la integridad del acrosoma (Petrun-
kina et al. 2013).

Análisis estadístico

El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el 
software SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Se utili-
zó la prueba de Shapiro-Wilks para determinar si los 
datos estaban distribuidos normalmente. Como los 
datos no presentaban una distribución normal, los pa-
rámetros VCL, VSL, VAP, ALH y BCF se transformaron 
en logaritmos, mientras que los parámetros TM, PM, 
LIN, STR, WOB, viabilidad espermática, integridad 
del acrosoma, HMMP y LPO, se transformaron en ar-
coseno. Se realizó un ANOVA de una vía seguido de la 
prueba de Dunnet para comparaciones múltiples para 
detectar diferencias entre las alícuotas suplementadas 
con DHPGfrente al grupo control (sin antioxidante). Se 
consideraron diferencias significativas cuando P≤0,05.

RESULTADOS

Como podemos observar en la figura 1, no se en-
contraron diferencias significativas entre el tratamiento 
control y las diferentes concentraciones de DHPG para 
las variables estudiadas, a excepción de la peroxida-
ción de la membrana plasmática, para la cual se obser-
vó como la adición de DHPG a diferentes concentra-
ciones disminuyó el porcentaje de peroxidación de la 
membrana plasmática.

DISCUSIÓN

En los últimos años se han hecho múltiples en-
sayos evaluando el efecto de diferentes tipos de an-
tioxidantes como aditivos a los diluyentes para 
preservación(Arando et al. 2021). Sin embargo, a día de 
hoy los resultados obtenidos siguen siendo contradic-
torios e inciertos en la literatura en relación a los roles 
y efectos que dichos antioxidantes ofrecen y sugieren 
que el éxito de la criopreseración se debe a la influencia 
de otros factores como el papel desempeñado por cada 
individuo o los tipos y concentraciones de diluyentes y 
antioxidantes empleados (Silva et al. 2012).

Existen estudios con antioxidantes que afirmaron 
que la suplementación con metionina y ditioretritol 
no causaba un efecto negativo en la motilidad de los 
espermatozoides tras la congelación (Çoyan et al. 2010). 
Sin embargo, atendiendo a los resultados obtenidos 
en el presente estudio, la adición de antioxidante no 
supuso una mejora especialmente significativa de los 
parámetros cinéticos y de velocidad en comparación 
con los valores obtenidos en el grupo control. 

El hecho de que la membrana de los espermatozoi-
des de los mamíferos se encuentre compuesta por áci-
dos grasos poliinsaturados, las hace sensibles frente a 
las ERO, ya que pueden afectar a la fluidez de la mem-
brana y promover la reorganización de las proteínas, 
lo que se traduce en una desestabilización de la mem-
brana plasmática. En el presente estudio la adicción 
de DHPG no tuvo ningún efecto sobre la membrana 
plasmática de los espermatozoides. Sin embargo, otros 
estudios llevados a cabo con antioxidantes como la cis-
teína, la ergotioneina, o la rafinosa (Ahmad et al. 2013; 
Najafi et al. 2014; Sharafi, Zhandi & Sharif 2015) han de-
mostrado que protegen la integridad de la membrana 
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otros autores cuando añaden catalasa o glutatión (Flora 
2009; Ortega‐Ferrusola et al. 2008; Zhong& Zhou 2013).

En lo que respecta a la LPO se pudo comprobar 
un efecto positivo que ejerció la adición de DHPG al 
diluyente de semen congelado, reduciendo así la pe-
roxidación lipídica de las membranas de los esperma-
tozoides. Este efecto positivo también ha sido descrito 
en estudios realizados en carprino con antioxidantes 
derivados del aceite de oliva (Arando et al 2021)en 
otros estudios (Zeitoun & Al-Damegh 2014). 

De cara a la interpretación los valores obtenidos 
es importante tener en cuenta el hecho de que la ca-
pacidad antioxidante enzimática endógena en el es-
perma de carnero varia en diferentes épocas del año, 
aumentando en época no reproductiva (de marzo a 
septiembre) (Marti et al. 2007). La falta de efecto del an-
tioxidante exógeno podría estar ligado a esta actividad 
antioxidante endógena por llevarse a cabo este estudio 
en la época de mayor actividad de la misma. 

En conclusión, los resultados sugieren que la adi-
ción de DHPG al diluyente de congelación ofrece una 
protección significativa contra la LPO de la membrana 
de los espermatozoides, mientras que otras caracte-

Figura 1. Resultados de motilidad total, progresiva, HMMP, viabilidad, integridad del acrosoma y LPO expre-
sado en porcentaje (Results of total motility, progressive, HMMP, viability, acrosome integrity and LPO expressed as a percentage).

post-descongelación. Igualmente, en este estudio no se 
pudo comprobar la mejoría de la integridad del acro-
soma tras la descongelación sugiriendo que el daño 
estructural que produce el proceso de congelación en 
el espermatozoide no puede ser revertido por la adi-
ción de antioxidantes (Silva et al. 2012). Sin embargo, 
antioxidantes fenólicos, ácido oleico, metionina, ácido 
elágico y curcumina han mostrado tener un efecto be-
neficioso sobre el acrosoma (Al-Daraji 2012; Hashem, 
Haddad & Eslami 2017).

Las mitocondrias dañadas inducen un aumento 
de la producción de ERO, que afecta directamente las 
funciones normales de los espermatozoides (Câmara et 
al. 2011; Evans & Maxwell 1987; Hashimoto et al. 2004). 
Además, algunos estudios sugieren que la suplemen-
tación con antioxidantes endógenos de las muestras 
de semen reduce la producción de ERO y, como conse-
cuencia, se mantiene o mejora el potencial mitocondrial 
post-descongelación(Hashimoto et al. 2004; Câmara et 
al 2011). Sin embargo, en este estudio no se observó una 
mejoría en el potencial de membrana mitocondrial de 
las muestras suplementadas con antioxidante con res-
pecto al grupo control, al igual que lo observado por 
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rísticas del esperma más ligados a la cinética (motili-
dad total y progresiva, velocidad),  la integridad de la 
membrana, el estado del acrosoma y el potencial de 
membrana mitocondrial no sufrieron efecto positivo 
alguno. 
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