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V  

R E S U M E N  

La trehalosa es un crioprotector celular no permeable eficaz en la 

criopreservación de espermatozoides de cerdo, no obstante, su máxima 

protección se obtiene al estar presente en ambos lados de la bicapa 

lipídica. El objetivo del presente trabajo fue la detección de trehalosa 

intracelular en espermatozoides porcinos criopreservados en presencia de 

liposomas cargados con trehalosa, evaluando su efecto en algunas 

características morfofuncionales y reológicas del semen al ser 

descongelado. La criopreservación del semen porcino se realizó empleando 

dos medios de congelación: un control con 300 mM de trehalosa y un medio 

experimental suplementado con 300 mM de trehalosa y 10% de liposomas 

cargados con trehalosa. Ambos grupos al ser descongelados se les 

determinó la integridad espermática, motilidad progresiva, respuesta 

reológica y cuantificación de trehalosa en lisados celulares mediante 

cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de 

dispersión de luz evaporativa (HPLC-ELSD). Los resultados son: la viabilidad 

espermática y motilidad progresiva no fueron diferentes estadísticamente al 

comparar ambos grupos (P>0.05). La respuesta viscoelástica de las muestras 

estuvo determinada por el medio extracelular, no por el proceso de 

congelación-descongelación, el cual si ocasiono perdida de las 

interacciones entre células y crioprotectores reflejándose en la respuesta 

reológica. Finalmente, en la detección de trehalosa intracelular por HPLC-

ELSD no se observó diferencia significativa entre los métodos empleados de 

lisis espermática (P>0.05). El uso de liposomas cargados con trehalosa es una 

opción prometedora en la criopreservación de semen porcino 

considerando el efecto notable sobre sus propiedades viscoelásticas. El 

método propuesto de HPLC-ELSD es efectivo para la cuantificación de 

trehalosa en muestras de células criopreservadas. 
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Palabras clave: semen porcino criopreservado, liposomas, reología, 

trehalosa, comportamiento viscoelástico. 

  



 

VII  

A B S T R A C T  

Trehalose is a nonpermeable cellular cryoprotectant effective for the 

cryopreservation of boar sperm. However, its maximum protection is 

obtained by being present on both sides of the lipid bilayer. The aim of this 

study was the detection of intracellular trehalose in boar sperm that were 

cryopreserved with liposomes and conducts an analysis of its effects on some 

characteristics of thawed sperm, which include rheological properties. Boar 

semen samples were frozen in two freezing media: a control medium with 

300 mM trehalose and an experimental medium supplemented with 300 mM 

trehalose and 10% trehalose-containing liposomes, both of which were 

thawed and then analyzed to ascertain their integrity, progressive motility, 

rheological response, and trehalose quantities in cell lysates via high-

performance liquid chromatography with an evaporative light-scattering 

detector (HPLC-ELSD). Assessment of cryopreserved ejaculates showed that 

their viability and motility did not significantly differ between groups (P>0.05). 

The viscoelastic response of the samples was influenced by the extracellular 

medium, rather than by the freezing-thawing process, which resulted in a loss 

of interaction between the cells and cryoprotectants. Finally, intracellular 

trehalose levels were determined using HPLC-ELSD, with no differences 

observed (P>0.05) that were due to the lysis process. The use of liposomes 

with trehalose would appear to be a promising option for boar-semen 

cryopreservation, with a remarkable effect on their viscoelastic properties. 

The proposed HPLC-ELSD method is effective for measuring trehalose in 

cryopreserved cell samples. 

Keywords: frozen-thawed boar semen, liposomes, rheology, trehalose, 

viscoelastic behavior. 
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1  I NT R O DU C CI Ó N  

Las condiciones extremas a las que son sometidos los espermatozoides 

durante el proceso de criopreservación le ocasionan diversas alteraciones 

que afectan su capacidad fecundante (Waberski et al., 2019; Yeste et al., 

2017) (Figura 1). Con el propósito de minimizar este daño celular se emplean 

diversos agentes crioprotectores en los protocolos de congelación-

descongelación. La trehalosa (α- D-glucopiranosil α- D-glucopiranósido) es 

un disacárido utilizado como crioprotector no permeable ya que no logra 

cruzar la membrana plasmática y ejerce su protección a nivel extracelular 

(Ohtake y Wang, 2011; Yeste, 2016). Su mecanismo de acción lo lleva a cabo 

al formar complejos con las bio-macromoléculas de la membrana 

plasmática mediante puentes de hidrógeno, remplazando a las moléculas 

de agua; disminuye la temperatura de transición de fase de los fosfolípidos; 

previene la desnaturalización de proteínas y reduce los efectos ocasionados 

por el estrés oxidativo y nitrosativo (Crowe, 2002; Oku et al., 2003; Pezo et al., 

2020). 

 
Figura 1. Alteraciones ocasionadas por el proceso de congelación-descongelación 

en el espermatozoide porcino  (Adaptada de Yeste, 2016). 
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En este sentido, se ha reportado el uso de trehalosa en la 

criopreservación espermática en cerdos, con resultados positivos al 

mantener la calidad de los eyaculados al descongelado (Athurupana et al., 

2015; Gutiérrez-Pérez et al., 2009; Malo et al., 2010; Men et al., 2013). Sin 

embargo, se requiere la presencia de trehalosa en ambos lados de la 

bicapa lipídica para ejercer su crioprotección neutralizando la acción de las 

especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) (da Costa 

Morato Nery et al., 2008; Herdeiro et al., 2006). Pese a que la anterior hipótesis 

ya se ha logrado confirmar en diversos tipos celulares (Eroglu et al., 2000; 

Holovati et al., 2009; Motta et al., 2014; Scott et al., 2022; Stefanic et al., 2017; 

Uchida et al., 2017), en el caso de espermatozoides no ha sido probada. 

La propiedad antioxidante específica de la trehalosa se lleva a cabo 

mediante interacciones formadas por puentes de hidrógeno entre los 

grupos hidroxilo (O6-H6, O2-H2 o O3-H3) del disacárido y el doble enlace cis de 

los ácidos grasos insaturados (grupos CH) (Oku et al., 2003). El ácido 

docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) es el ácido graso más abundante en la 

membrana plasmática del espermatozoide porcino, el cual es 

especialmente susceptible a la peroxidación lipídica durante la 

congelación (Cerolini et al., 2000). Por lo anterior, se recomienda emplear 

crioprotectores que minimicen las alteraciones a nivel intracelular (Figura 2). 

 
Figura 2. a) Estructura del ácido docosahexaenoico (DHA). b) Representación 

gráfica de la incorporación del DHA en la cadena sn-2 de un fosfolípido. c) 

Estructura de la trehalosa (Adaptadas de Hayner et al., 2017; Stillwell y Wassall, 
2003). 
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En la actualidad se han descrito diferentes mecanismos para favorecer 

la incorporación de trehalosa al interior de células (Figura 3), ejemplo de 

esto son los liposomas, vesículas que por su biocompatibilidad y baja 

toxicidad se han establecido rápidamente como un sistema eficiente para 

la liberación de moléculas (Akbarzadeh et al., 2013; Ming-Ren y Chiu, 2013). 

Investigaciones realizadas en eritrocitos (Holovati et al., 2009) y células 

troncales obtenidas de sangre del cordón umbilical (Motta et al., 2014) han 

comprobado la eficacia de los liposomas para favorecer la 

permeabilización de la trehalosa. 

 
Figura 3. Métodos para la incorporación de trehalosa en células de mamíferos  
(Adaptada de Stewart y He, 2019). 

Respecto a lo publicado por Holovati et al. (2009) se puede afirmar que 

la crioprotección de la trehalosa es dependiente de su concentración, 

destacándose la importancia de determinar la concentración de 

crioprotección específica para cada tipo celular. La cromatografía liquida 

de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés) es una de las técnicas 

descritas para el análisis de trehalosa, la cual se puede utilizar acoplada a 

un detector de dispersión de luz evaporativa (ELSD, por sus siglas en inglés) 

con una alta sensibilidad (Allgeier et al., 2003; Dvořáčková et al., 2014). Es 
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preciso señalar que la trehalosa es un analito que carece de cromóforos, 

por lo que el detector ELSD representa una alternativa a la derivatización 

química, evitándose los inconvenientes que conlleva este método (Allgeier 

et al., 2003). Adicionalmente, diversos estudios han reportado la propiedad 

de la trehalosa para aumentar la viscosidad del medio que la contiene 

(Rodriguez-Martinez y Wallgren, 2011; Sampedro y Uribe, 2004), lo que 

requiere mayor investigación considerando el efecto benéfico que esto 

implica en la conservación celular. De igual forma, el efecto crioprotector 

de los liposomas en protocolos de congelación espermática en cerdos ha 

sido poco evaluado, y más aún como vehículo para favorecer la 

incorporación de sustancias impermeables al interior de la célula. Lo anterior 

resulta en diversas líneas de investigación que aportarían al desarrollo de la 

técnica de criopreservación espermática en cerdos. 

1.1 La criopreservación del semen porcino en la actualidad 

En la criopreservación de semen porcino es fundamental la selección del 

agente crioprotector y su concentración especifica, aunado a otros 

parámetros involucrados durante el proceso, como por ejemplo: el volumen 

del medio de congelación, empacado de las dosis, etc., ya que influyen en 

la calidad de la muestra posterior al congelado-descongelado (Pezo et al., 

2019). Al respecto, Shepherd y Herickhoff (2022) reportaron que la 

concentración de glicerol, la velocidad de enfriamiento, uso de 

antioxidantes y el volumen de la pajuela son los factores que más influyen 

en la calidad espermática al descongelado, los cuales se determinaron a 

partir de un diseño experimental de Plackett-Burman. Continuando con el 

medio de congelación, Simonik et al. (2022) emplearon pentaisomaltosa 

(PentaHibe) como sustituto del glicerol, sin afectarse la motilidad 

espermática al descongelado y con efectos positivos en la actividad 
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mitocondrial. Por otro lado, de Brito et al. (2021) reportaron que la 

centrifugación del medio de congelación formulado a base de yema de 

huevo (× 10,000 g por 45 min) mejora significativamente los parámetros de 

cinemática espermática e integridad celular de eyaculados porcinos al 

descongelado. La suplementación del medio de congelación con 

antioxidantes como la astaxantina, quercetina, riboflavina (vitamina B2) y el 

resveratrol es otro factor que ha reportado efectos positivos al contrarrestar 

los efectos de las ROS posterior al proceso de criopreservación (Bang et al., 

2022; Dong et al., 2022; Guo et al., 2021; He et al., 2020; Sun et al., 2020). Es 

importante mencionar que actualmente existen medios comerciales para 

congelación y descongelación de semen de cerdo (Minitube Cryoguard, 

Androstar CryoPlus, Minitube Cryoguard Thawing solution y Androstar 

Plus), que al combinarlos han reportado un efecto significativo en la calidad 

del semen al descongelado (De Andrade et al., 2022). 

Adicionalmente, se ha observado que la conservación de los 

eyaculados a 17 ºC durante 24 horas, antes de llevar a cabo un protocolo 

de criopreservación espermática, incrementa la motilidad progresiva y 

mantiene la integridad de la membrana plasmática y acrosomal al 

descongelado (Torres et al., 2019). Asimismo, Horváth et al. (2018) 

investigaron el efecto de la presión hidrostática sobre la calidad del semen 

de cerdo criopreservado, reportando una mejora significativa en 

parámetros como la motilidad total, porcentaje de células con acrosoma 

intacto y membrana plasmática integra al aplicar una presurización (20 y 40 

MPa) posterior a la dilución con el medio de congelación sin glicerol. 

Investigaciones recientes se han centrado en la utilización de 

nanomateriales para proteger a la célula espermática de las alteraciones 

ocasionadas durante la congelación-descongelación. Al respecto, Soares 

et al. (2020) analizaron los efectos tóxicos de un acarreador polimérico 
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poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) adicionado en el medio de congelación, 

sin observarse efectos negativos en la calidad espermática al 

descongelado. Posteriormente, este mismo grupo de investigadores 

emplearon nanocápsulas poliméricas cargadas con resveratrol en el medio 

de congelación, observando un efecto benéfico sobre los parámetros 

cinéticos de los espermatozoides al descongelado (Soares et al., 2021). 

En relación a los métodos analíticos aplicados para el desarrollo de la 

criopreservación espermática en la especie porcina, Fraser et al. (2020) 

determinaron ciertos transcritos (FOS, NFATC3, EAF2, etc.) como potenciales 

marcadores para predecir la congelabilidad del semen porcino. Así mismo, 

se ha demostrado que el proceso de criopreservación remodela el 

proteoma del espermatozoide porcino, principalmente en proteínas 

relacionadas con la estructura del citoesqueleto, permeabilidad de la 

membrana plasmática, función mitocondrial, capacitación y fusión 

espermatozoide-óvulo (IZUMO1 y GSTM3) (Llavanera et al., 2019; Perez-

Patiño et al., 2019; Roca et al., 2020). 

1.2 Trehalosa en la criopreservación celular 

La trehalosa es un disacárido catalogado como un crioprotector no 

permeable ya que no logra cruzar la membrana plasmática y ejerce su 

protección a nivel extracelular (Yeste, 2016). Su mecanismo de acción lo 

lleva a cabo al formar complejos con las bio-macromoléculas de la 

membrana plasmática mediante puentes de hidrógeno, remplazando a las 

moléculas de agua, previniendo la desnaturalización de proteínas y la fusión 

de membranas (Crowe, 2002). 

Recientemente, Yoshida et al. (2021) desarrollaron y probaron un 

derivado de la trehalosa (Oleyl-Treh) en la criopreservación de hepatocitos, 

observándose un efecto crioprotector al mejorarse significativamente la 
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viabilidad y función celular posterior a la criopreservación. A nivel 

intracelular, Wang et al. (2019) utilizaron nanopartículas de apatita para 

favorecer la incorporación significativa de trehalosa en células musculares 

lisas de la aorta, mejorando la viabilidad celular al descongelado en 

comparación al grupo control (sin nanopartículas). 

Respecto a su uso en la criopreservación de espermatozoides, Pezo et 

al. (2020) observaron que la utilización de 0.25 M de trehalosa en la 

criopreservación de espermatozoides de cerdo redujo significativamente la 

producción especies reactivas de nitrógeno (RNS, por sus siglas en inglés) 

como el peroxinitrito (ONOO-), lo cual impacta en la preservación de la 

fluidez de las membranas espermáticas y motilidad. En espermatozoides 

ovinos, Jia et al. (2021) reportaron que la trehalosa modifica el perfil proteico 

de los espermatozoides durante la criopreservación, lo que puede estar 

asociado a su efecto crioprotector, además de reducir el estrés oxidativo, 

participar en la glicolisis e incrementar la tolerancia espermática al estrés 

externo. 

1.2.1  Cuantificación de trehalosa 

En la actualidad se han reportado diversas técnicas para llevar a cabo 

la cuantificación de trehalosa; los métodos colorimétricos (método de 

antrona), enzimáticos (trehalasa) y cromatográficos (HPLC) son los más 

frecuentes. La técnica de antrona se basa en la reacción de la antrona con 

los carbohidratos, determinándose mediante un cambio en la coloración. 

En la cuantificación enzimática, la trehalosa es hidrolizada enzimáticamente 

(trehalasa ácida, glucosa oxidasa y peroxidasa). No obstante, a pesar de la 

consolidación de ambas metodologías, en la actualidad, las técnicas 

cromatográficas son las más utilizadas debido a su rapidez, sensibilidad y 

simplicidad (Dvořáčková et al., 2014; Kus-Liśkiewicz et al., 2014). 
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Dentro de los métodos cromatográficos, la cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC) es la que ha reportado mejores resultados 

cuantificando azúcares en plantas y otros materiales biológicos. La 

asociación de un método de separación como el HPLC con un detector de 

alta estabilidad y sensibilidad como el detector de dispersión de luz 

evaporativa (ELSD, por sus siglas en inglés) le da a esta técnica validez en la 

caracterización y determinación de carbohidratos (Dvořáčková et al., 

2014). 

La detección por ELSD se divide principalmente en tres procesos: la 

nebulización del eluyente, evaporación de la fase móvil y la medición de la 

luz dispersada por los analitos semi o no volátiles. En el ELSD la luz es 

dispersada por las partículas residuales del material no volátil, causando una 

oscilación de electrones y produciendo radiación. Un fotomultiplicador se 

encarga de la detección de fotones. Por lo tanto, la intensidad de la señal 

está relacionada a la masa del analito en el eluyente (Dvořáčková et al., 

2014). 

1.3 Liposomas 

Los liposomas son un sistema de liberación de moléculas que consiste en 

vesículas compuestas por bicapas lipídicas que se encuentran rodeando un 

medio acuoso, lo cual permite la encapsulación de compuestos hidrofílicos 

e hidrofóbicos (Ming-Ren y Chiu, 2013; Robson et al., 2018). Estas vesículas 

son principalmente formuladas a base de fosfolípidos (p. ej., fosfatidilcolina) 

y esteroles (colesterol), siendo su composición un aspecto esencial ya que 

determinará sus propiedades fisicoquímicas, como lo es la temperatura de 

transición de fase (Ming-Ren y Chiu, 2013). Adicionalmente, es debido a los 

componentes estructurales de los liposomas que se le atribuyen 
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caracteristicas importantes como baja toxicidad, flexibilidad respecto a la 

sustancia que pueden encapsular y alta biocompatibilidad. 

1.3.1  Clasificación de liposomas 

De acuerdo con sus parámetros estructurales, los liposomas se pueden 

clasificar en vesículas unilamelares pequeñas (D≤200 nm), vesículas 

unilamelares grandes (D≥200 nm) y vesículas multilamelares (Figura 4). En los 

liposomas unilamerares la vesícula tiene una sola bicapa de fosfolípidos que 

envuelve una solución acuosa. Al respecto de los liposomas multilamelares, 

las vesículas se irán formando en el interior de otra con un menor tamaño, 

generando una estructura multilamelar de bicapas lipídicas separadas por 

capas de agua (Akbarzadeh et al., 2013; Elizondo et al., 2011). 

Otros parámetros descritos para la clasificación de liposomas son el 

método de preparación y su aplicación. Vesículas por evaporación en fase 

reversa (REV, por sus siglas en inglés) y las preparadas por el método de 

deshidratación/rehidratación (DRV, por sus siglas en inglés) son ejemplo de 

liposomas de acuerdo con su método de preparación, mientras que los 

liposomas fusogénicos y los sensibles al pH señalan su aplicación (Choudhury 

et al., 2020). 
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Figura 4. Clasificación de liposomas de acuerdo con su tamaño y laminaridad. SUV, 

vesículas unilamelares pequeñas; LUV, vesículas unilamelares grandes; MLV, 

vesículas multilamelares (Elizondo et al., 2011). 

1.3.2  Métodos para la preparación de liposomas 

La formación de liposomas, independientemente del método de 

preparación, se basa principalmente en las interacciones generadas entre 

las moléculas de lípido-lípido y lípido-agua. Lo anterior, en adición con el 

aporte de energía (calor, sonicación, etc.) que resulta en un arreglo de las 

moléculas de lípidos en la forma de vesículas lipídicas para lograr un 

equilibrio termodinámico en la fase acuosa (Figura 5) (Mozafari, 2005). 

 

Figura 5. Formación de vesículas en un medio acuoso (Adaptado de Mozafari, 

2005). 
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La elección de los componentes de la bicapa determinará la fluidez y 

la carga de la bicapa. Tipos de fosfatidilcolina insaturada obtenida de 

fuentes naturales como huevo o soya generan bicapas más permeables y 

menos estables, mientras que fosfolípidos saturados con cadenas acílicas 

largas (dipalmitoilfosfatidilcolina) forman bicapas con una estructura más 

rígida (Akbarzadeh et al., 2013). 

Además de los fosfolípidos, la adición de colesterol en la formulación 

de liposomas es indispensable para modular la rigidez de la membrana, su 

estabilidad, reducir la fuga del fármaco y mejorar la eficiencia de 

encapsulación (Elizondo et al., 2011). 

Referente a la estructura final del liposoma, esta dependerá no solo de 

la geometría del fosfolípido, sino también de factores externos importantes 

como la temperatura, pH, método de preparación, etc. (Elizondo et al., 

2011). 

Los métodos convencionales descritos para la preparación de 

liposomas se basan principalmente en cuatro etapas: solubilización de 

lípidos con solventes orgánicos, dispersión de lípidos en el medio acuoso, 

purificación de los liposomas generados y análisis del producto final. No 

obstante, una desventaja observada en estas técnicas es la toxicidad que 

pudieran ocasionar los residuos de solventes orgánicos empleados en la 

preparación. Derivado de lo anterior, los trabajos reportados recientemente 

se encuentran dirigidos al desarrollo de métodos alternativos para preparar 

vesículas, los cuales no involucren solventes orgánicos o detergentes 

(Mozafari, 2005). 
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• Método de calentamiento: 

El método de calentamiento es una técnica descrita para la 

producción de vesículas en donde se hidratan los componentes de los 

liposomas en un medio acuoso, seguido por su calentamiento en presencia 

de glicerol (3% v/v). El glicerol actuará como agente dispersante e 

incrementará la estabilidad de los liposomas, además de que no se requiere 

su eliminación del producto final (Mozafari, 2005). 

En referencia al calentamiento al que deben ser sometidos los 

componentes de las vesículas, la temperatura no debe ser menor a la 

temperatura de transición de fase (Tc). Lo anterior se debe a que en 

temperaturas por debajo de la Tc los lípidos se encuentran en un estado de 

gel y por lo tanto no se pueden formar las estructuras de bicapas cerradas 

(Mozafari, 2005). 

1.3.3  Los liposomas en las ciencias veterinarias 

Las aplicaciones de los liposomas son muy amplias, destacándose su 

uso en la liberación controlada de fármacos (acarreadores), adyuvantes en 

vacunas y mejorando el potencial reproductivo de los animales 

(Ghorbanpour et al., 2020). En relación a este último punto, los liposomas han 

sido empleados en el estudio de la fisiología reproductiva de mamíferos 

machos, describiéndose principalmente su uso como protector de la función 

espermática posterior a la criopreservación (Figura 6), y como regulador de 

la función espermática a través de lípidos (Saadeldin et al., 2020; Sullivan y 

Saez, 2013). 
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Figura 6. Mecanismo de crioprotección propuesto para los liposomas. Los liposomas 

con su contenido de ácidos grasos pueden reparar la membrana plasmática 

alterada por el congelado-descongelado. Adicionalmente, cuando los liposomas 
son cargados artificialmente con ciertas sustancias se pueden fusionar y transferir 

su contenido dentro del espacio subacrosomal y al interior de espermatozoide  

(Adaptada de Saadeldin et al., 2020). 

La eficacia de los liposomas en la criopreservación espermática se ha 

reportado en la especie bovina, observándose un mayor porcentaje de 

células con membrana plasmática integra y acrosoma intacto en 

comparación a los resultados obtenidos con un medio de congelación a 

base de yema de huevo (Miguel-Jimenez et al., 2020). Como acarreador de 

2.5 mM de glutatión reducido, los liposomas mejoraron la motilidad 

progresiva, viabilidad espermática y funcionalidad de la membrana 

plasmática al descongelado, en comparación a los demás grupos 

analizados (Nadri et al., 2022). 

Continuando con los bovinos, los liposomas también se han empleado 

en combinación con la transgénesis mediada por espermatozoides (SMGT, 

por sus siglas en inglés), con tiempos de incubación de tres horas sin afectar 

la motilidad espermática y utilizando microscopía con interferencia de luz 

espacial (SLIM, por sus siglas en inglés) para visualizar los liposomas 

fusionados con los espermatozoides sin necesidad de colorantes o 

marcadores (Rubessa et al., 2019). En el caso de caprinos, Nadri et al. (2019) 
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reportaron el uso de liposomas a base de lecitina de soya en la 

criopreservación espermática, observando un efecto significativo sobre la 

motilidad, viabilidad y apoptosis en concentraciones del 2%. Finalmente, los 

liposomas también se han empleado eficazmente en la criopreservación de 

semen ovino, manteniendo la integridad de la membrana plasmática al 

descongelado (Luna-Orozco et al., 2019). 

1.3.4  Liposomas cargados con trehalosa 

Recientemente, las investigaciones reportadas en la literatura se han 

centrado en el efecto terapéutico de los liposomas cargados con trehalosa. 

Emanuele et al. (2014) reportaron una reducción significativa en el daño 

molecular al ADN y proteínas inducido por la radiación UV-B sobre 

queratinocitos inmortalizados humanos al utilizar formulaciones tópicas a 

base de liposomas cargados con trehalosa. Por otro lado, estudios en 

leucemia linfoblástica y cáncer de mama demuestran la propiedad de estos 

liposomas para inducir la apoptosis mediante la activación de caspasas y al 

ocasionar la pérdida del potencial transmembrana mitocondrial (Ichihara et 

al., 2020; Matsumoto et al., 2016). 

Respecto al uso de liposomas cargados con trehalosa en la 

criopreservación celular, estudios recientes corroboran el efecto significativo 

de la trehalosa intracelular y extracelular sobre la integridad de la 

membrana plasmática de células troncales hematopoyéticas al 

descongelado, sin embargo, continúan las reservas sobre la eficacia de los 

liposomas como vehículo para favorecer la liberación de trehalosa al interior 

de las células, considerando que es una estrategia de bajo costo y fácil 

implementación (Scott et al., 2022). En espermatozoides, Medina-León et al. 

(2019) emplearon liposomas cargados con trehalosa en la criopreservación 
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de semen equino, reportando un efecto sobre el porcentaje de 

espermatozoides capacitados sin reacción acrosomal al descongelado. 

1.4 La viscoelasticidad en los sistemas biológicos (caracterización 

reológica) 

La reología se define como la ciencia que estudia el flujo y la deformación 

de los materiales (Barnes, 2000). En sistemas biológicos, la reología permite 

un mejor entendimiento de como las células interactúan con su entorno 

basándose principalmente en dos conceptos, viscosidad y elasticidad 

(Janmey et al., 2007). Al respecto, la viscosidad es una medida que predice 

que tan rápido fluirá un líquido al aplicarse un esfuerzo, manteniéndose un 

flujo constante hasta que el esfuerzo sea suspendido, en tanto la elasticidad 

es la respuesta mecánica atribuida a los sólidos, que se deforman al 

aplicarse una fuerza y regresan a su forma original cuando esta se elimina 

(Barnes, 2000; Janmey et al., 2007). Los conceptos referidos anteriormente 

describen los materiales en su forma “ideal”; no obstante, en la realidad los 

materiales exhiben ambas respuestas reológicas (viscosa y elástica), 

denominándose materiales viscoelásticos (Janmey et al., 2007). 

Los fluidos se pueden clasificar, desde el punto de vista reológico, en 

newtonianos; aquellos cuya viscosidad permanece constante y no 

presentan propiedades elásticas; y no newtonianos, en los que su viscosidad 

si varia al aplicarse un esfuerzo de corte (Figura 7) (Barnes, 2000; Janmey et 

al., 2007). Asimismo, los fluidos no newtonianos se dividen a su vez en 

adelgazantes al flujo (shear thinning, n<1), en los que su viscosidad () 

disminuye al incrementarse la velocidad de deformación o shear rate [(�̇�)] y 

engrosantes al flujo (shear thickening, n>1), en los que, al contrario, su (�̇�) 

se incrementa al aumentarse �̇�. 
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Figura 7. Tipos de fluidos (Adaptado de Janmey et al., 2007). 

La caracterización reológica de los fluidos biológicos se realiza 

principalmente a través de pruebas de flujo a la cizalla simple y pruebas de 

flujo a la cizalla oscilatoria. En el primer caso se trata de una prueba 

destructiva que permite determinar las propiedades viscosas de las muestras 

con base a lo mencionado en el párrafo anterior, en tanto que las pruebas 

oscilatorias (método no destructivo) llevan a cabo un estudio estructural en 

sistemas de reología compleja donde se analiza la viscosidad compleja (η*), 

así como los módulos dinámicos elástico (G’) y viscoso (G’’) que reflejan el 

comportamiento tipo sólido y líquido de las muestras respectivamente 

(Barnes, 2000). Continuando con las pruebas oscilatorias, G’ hace referencia 

a la capacidad de almacenar la energía de deformación elástica de un 

material y G’’ mide la energía perdida de una deformación irreversible en 

un material. En los materiales viscoelásticos G’ y G’’ dependen de un corte 

de frecuencia angular (), la cual es inversamente proporcional al tiempo 

en el que se lleva a cabo un ciclo sinusoidal dentro de la zona viscoelástica 

lineal (SAOS). De lo anterior se desprende que las altas frecuencias de 

deformación son tiempos cortos y por el contrario, bajas frecuencias de 

deformación son tiempos largos de observación de la respuesta de un 

material (Barnes, 2000; Janmey et al., 2007). 
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1.4.1  Reología del semen 

La conservación de los eyaculados de cerdo involucra su dilución en 

medios comerciales con viscosidades cercanas a la presentada por el agua 

(1 Cps) y por lo tanto más bajas que la observada en el fluido oviductal (Coy 

et al., 2009). No obstante, es importante considerar la viscosidad del medio 

donde se encuentran suspendidas las células por el efecto benéfico de esta 

propiedad en la conservación celular. Se sugiere que al estar en un medio 

viscoso las células reducen su demanda metabólica; no sedimentan, 

distribuyéndose de manera uniforme y se previenen fluctuaciones de pH 

(Corcini et al., 2011; López-Gatius et al., 2005; Nagy et al., 2002). Estudios 

reológicos previos reportaron un comportamiento adelgazante al flujo del 

semen humano (n<1), el cual puede estar asociado con la presencia de 

moléculas estructuralmente complejas (Mendeluk et al., 2000). Por otro lado, 

Hyakutake et al. (2015) determinaron que las características de movimiento 

de los espermatozoides bovinos son afectadas significativamente por las 

propiedades reológicas del fluido que los rodea. Adicionalmente, Tung et al. 

(2017) reportó que el componente elástico del medio extracelular (G’) 

indujo patrones de nado colectivo en espermatozoides de bovino, 

facilitando la interacción espermatozoide-fluido, la migración espermática 

y, finalmente, la fertilización. Por esta razón, la elasticidad del fluido 

extracelular (G’) es un parámetro importante relacionado con su 

implicación biológica. 

En el caso de eyaculados porcinos, Coy et al. (2009) reportó  que 

resuspender los espermatozoides en un medio viscoso antes de la 

inseminación artificial (IA) mejora la estabilidad de la membrana 

plasmática, así como su habilidad para moverse y penetrar al óvulo. Así 

mismo, Gil et al. (2014) señala que al diluir el semen en un medio viscoso de 

larga conservación (Zoosperm ND-5 3D®) se observó un menor porcentaje 
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de espermatozoides con membrana plasmática inestable. Finalmente, 

González-Abreu et al. (2017) reportó un efecto benéfico en los parámetros 

espermáticos de movimiento al aumentar la viscosidad del medio con 

metilcelulosa (0.5 y 1 % p/v). Por lo anterior, es importante considerar el 

comportamiento reológico a nivel macroestructural que exhiben los 

espermatozoides en los diferentes medios de conservación y a diferentes 

condiciones, ya que nos aporta información para el desarrollo de la 

inseminación artificial con semen porcino criopreservado, con posibles 

implicaciones para la industria. 
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2  J U ST I F IC AC I Ó N 

• La cripreservación espermática es una tecnología que facilita el 

comercio internacional de dosis de semen porcino con alto valor 

genético y libre de patógenos. 

• Los espermatozoides porcinos son especialmente susceptibles a la 

peroxidación lipídica durante la criopreservación celular. Se sugiere 

emplear crioprotectores a nivel intracelular que minimicen los efectos 

de las especies reactivas de oxígeno (ROS). 

• Dado que el efecto antioxidante de la trehalosa implica la presencia 

del azúcar en ambos lados de la bicapa lipídica, es necesario el 

desarrollo de mecanismos que permitan su liberación intracelular, 

detección y cuantificación. 

• Uno de los mecanismos de protección celular mediado por la trehalosa 

se lleva a cabo incrementando la viscosidad del medio. Por lo anterior, 

es fundamental analizar las propiedades reológicas de los eyaculados 

porcinos durante el proceso de criopreservación. 

3  HI PÓ T ES I S  

La utilización de un medio de congelación formulado a base de liposomas 

cargados con trehalosa permitirá la incorporación intracelular del 

disacárido en bajas concentraciones modificando las características 

morfofuncionales y reológicas de los eyaculados porcinos criopreservados. 

4  O B J ET I VO S  

4.1 Objetivo general 

Determinar la concentración de trehalosa intracelular en espermatozoides 

porcinos criopreservados en presencia de liposomas cargados con 
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trehalosa, evaluando además el efecto del disacárido en las características 

morfofuncionales y reológicas de los eyaculados porcinos. 

4.2 Objetivos particulares 

• Evaluar la efectividad de la sonicación, así como del metanol más 

ciclos repetidos de congelación-descongelación en la lisis del 

espermatozoide porcino. 

• Determinar la concentración intracelular de trehalosa en 

espermatozoides porcinos criopreservados, utilizando cromatografía 

liquida de alta resolución acoplada a un detector de dispersión de luz 

por evaporación (HPLC-ELSD). 

• Evaluar el efecto de los medios de congelación en las características 

morfofuncionales (viabilidad, motilidad progresiva y ultraestructura) de 

los espermatozoides porcinos criopreservados. 

• Caracterizar las propiedades reológicas de los eyaculados porcinos 

criopreservados (respuesta viscosa y viscoelástica), además de evaluar 

el efecto de los liposomas y trehalosa en las propiedades reológicas. 

5  MAT ER I AL  Y  MÉT O DO S  

5.1 Materiales 

Los reactivos empleados para la preparación de liposomas y 

criopreservación espermática: lecitina de soya, colesterol y trehalosa, fueron 

adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), en tanto que el glicerol y los 

componentes de la solución salina de fosfatos (PBS) fueron obtenidos de JT 

Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Para las evaluaciones realizadas durante el 

proyecto se utilizó diclorometano, acetonitrilo y metanol adquiridos de JT 

Baker. El ácido tricloroacético se obtuvo de Mallinckrodt AR (Paris, KY, USA). 
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El agua ultra pura utilizada (18.2 MƱ) se obtuvo de un equipo Barnstead 

nanopure diamond system. 

5.2 Elaboración de liposomas 

Los liposomas se prepararon siguiendo el método de calentamiento 

estandarizado previamente (Mendoza-Viveros, 2016), utilizando para su 

formulación: lecitina de soya (3 mM); colesterol (2 mM), con una relación 

molar de 6:4, trehalosa (300 mM) y glicerol (3% v/v) en una solución salina de 

fosfatos (NaH2PO4·H2O, NaCl y NaOH; 0.1 M, pH 7.45). El colesterol diluido en 

PBS se calentó a 83 °C en agitación (750 rpm) durante 15 min. Posteriormente 

se agregó el resto de la formulación, ajustándose el volumen final con PBS y 

se aplicó N2. La disolución se calentó a 75 °C en agitación (750 rpm) durante 

35 minutos, tras lo cual se mantuvo a temperatura ambiente por 60 minutos. 

La extrusión y la sucesiva esterilización se realizaron bajo condiciones 

asépticas empleando filtros de jeringa de 0.45 y 0.22 µm (Millex, PVDF; 

Millipore) respectivamente. Los liposomas se conservaron en refrigeración 

hasta su uso. 

5.3 Criopreservación espermática 

Se utilizaron 15 eyaculados obtenidos de 4 sementales pertenecientes al 

Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en Producción Porcina 

(C.E.I.E.P.P.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. 

Las muestras fueron evaluadas (evaluación macro y microscópica) y 

posteriormente diluidas (1:1 v/v) en un medio de larga conservación para 

semen de cerdo (Androstar® Plus, Minitube, GmbH), dejándolas estabilizar 

durante 24 horas a 17 °C. Únicamente fueron aceptados eyaculados con 
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una motilidad progresiva mayor al 85% y con un porcentaje menor al 20% de 

morfoanomalías. 

A continuación, se llevó a cabo la preparación de los diluyentes para 

congelación (Tabla 1), control y experimental, los cuales fueron utilizados en 

dos fracciones: la fracción A sin glicerol y la fracción B con glicerol.  

Una vez estabilizadas las muestras de semen se procedió a 

centrifugarlas (800 g durante 10 minutos), retirar el sobrenadante y 

reconstituirlas con la fracción A de los diluyentes para congelación (600×106 

cel/mL). 



 

23  

Tabla 1. Formulación de diluyentes para congelación 

Componente Control Experimental 

Liposomas cargados (%) - 10 

Yema de huevo (%) 20 10 

Trehalosa (mM) 300 300 

Glicerol (%)) 3 3 

Posteriormente, se procedió a la congelación de las muestras 

sometiéndolas a una disminución progresiva de temperatura, comenzando 

con una estabilización a temperatura ambiente durante 90 minutos, 16 °C 

durante otros 90 minutos y 4 °C por 120 minutos, tras lo cual se adiciono 

gradualmente  la fraccion B del diluyente en un lapso de 30 minutos. 

Las muestras de semen fueron colocadas en pajuelas de 0.5 mL, 

selladas con alcohol polivinilico y expuestas a vapores de nitrógeno líquido 

(-130 a -150 °C) durante 20 minutos. Por último, los eyaculados se 

conservaron en nitrógeno líquido (-196 °C) hasta su evaluación. 

El descongelado de tres pajuelas por tratamiento se realizó 15 días 

despues de la criopreservación, empleandose un baño maría a 36 °C 

durante 30 segundos. El contenido de las pajuelas se reconstituyó 

inmediatamente en un medio comercial de larga conservación para 

eyaculados de cerdo con una proporción de 1:4 v/v (Androstar® Plus, 

Minitube, GmbH). 

5.4 Evaluación celular al descongelado 

5.4.1  Motilidad progresiva 

Se tomó una muestra de 10 µL de cada pajilla descongelada, 

colocándola en un portaobjetos atemperado a 37 °C y poniéndole un 
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cubreobjetos para su evaluación por observación directa en el microscopio 

óptico (10x). El resultado fue estimado de acuerdo con el porcentaje de 

células móviles (0-100%) (Gutiérrez- Pérez y col. 2009). 

5.4.2  Viabilidad celular 

El porcentaje de células viables se evaluó mediante la tinción de 

eosina-nigrosina, analizándose tres pajillas de cada uno de los eyaculados 

criopreservados. 

Para esta técnica se procedió a diluir la muestra con la tinción en una 

concentración 1:8 (v/v), dejándolo incubar a 37 °C durante 5 minutos. 

Transcurrido este tiempo se realizó el frotis, el cual se mantuvo a temperatura 

ambiente para su secado. 

Los espermatozoides con membrana plasmática alterada permitieron 

la entrada del colorante y se tiñeron, mientras que los espermatozoides 

intactos no presentaron coloración (Gutiérrez-Pérez et al., 2009). La 

evaluación se realizó en un microscopio óptico con un objetivo de 100X, 

contando un mínimo de 200 espermatozoides por muestra. 

5.4.3  Ultraestructura espermática 

La ultraestructura de los espermatozoides criopresrvados en presencia 

de liposomas cargados con trehalosa fue evaluada por microscopía 

electrónica de transmisión (TEM), fijándose la muestra con glutaraldehído al 

3%. La post-fijación se realizó con tetraóxido de osmio (OSO4) al 1%. 

Posteriormente se realizó la deshidratación de la muestra con 

concentraciones crecientes de etanol (30 al 100%). Se utilizó acetonitrilo 

entre la deshidratación y la inclusión en resina EPON. Las muestras fueron 

contrastadas con acetato de uranilo al 2% y citrato de plomo al 2%. La 
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observación se realizó en un microscopio electrónico marca JEOL modelo 

JEM-1200EX II. 

5.5 Caracterización reológica 

La caracterización de las propiedades reológicas se realizó evaluando dos 

eyaculados obtenidos de diferentes machos para asegurar la repetibilidad 

de la prueba. Se analizaron muestras de semen a distintas condiciones 

correspondientes al protocolo de criopreservación (fresco, diluido en 

diluyente comercial, diluido en medio de congelación, descongelado y 

descongelado diluido en diluyente comercial), utilizando un reómetro de 

esfuerzos controlados modelo TA Instruments Discovery HR3® con una 

geometría de cilindros concéntricos. Las pruebas de flujo a la cizalla simple 

(viscosidad, 𝜂(�̇�)) se llevaron a cabo en un intervalo de 1 a 100 s-1, mientras 

que las pruebas de flujo a la cizalla oscilatoria (viscosidad compleja, G’ y 

G’’) se examinaron dentro de la región viscoelástica lineal (γ=30%) a 37ºC, 

en una ventana de observación de 0.1 a 300 rad/s. Todas las muestras fueron 

analizadas al menos por duplicado. 

5.6 Determinación intracelular de trehalosa 

El análisis para la determinación de trehalosa en las muestras de eyaculados 

criopreservados en presencia de liposomas cargados con trehalosa se 

realizó mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, por sus 

siglas en inglés), adaptado a un detector de dispersión de luz evaporativa 

(ELSD, por sus siglas en inglés). 

Las condiciones cromatográficas empleadas fueron las siguientes: 

• Cromatógrafo: Sistema HPLC Infinity Quaternary LC 1260, Agilent 

• Columna: Unison UK-Amino, 250×4.6 mm, Imtakt 
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• Detector: ELSD, Polymer Laboratories, PL-ELS 1000 

• Volumen de inyección: 0.5 µl de muestra 

• Temperatura de la columna: 60 °C 

• Fase móvil: Acetonitrilo y agua grado HPLC (70:30) 

• Velocidad de flujo: 0.7 ml/min 

5.6.1  Curva de calibración 

Para la elaboración de las curvas de calibración se analizaron alícuotas 

con diferentes concentraciones conocidas de trehalosa disuelta en agua 

ultrapura (5 a 25 mg/mL). 

5.6.2  Manejo de la muestra 

Para la detección y cuantificación de trehalosa en el interior de las 

células se analizaron muestras de 4 eyaculados criopreservados en 

presencia de liposomas cargados con 300 mM del azucar. Se tomaron 4 mL 

de semen descongelado, centrifugandose a 800 g durante 10 minutos y 

retirandose el sobrenadante. 

La lisis celular se llevó a cabo evaluando la efectividad de dos 

protocolos: el primero (P1) consistió en reconstituir la pastilla celular con 450 

µL de agua ultrapura y se llevó al vórtex durante 2 minutos. Posteriormente 

las muestras fueron sonicadas (VCX 500 Ultrasonic Processors) durante 30 

minutos a una amplitud del 30%. A continuación se agregaron 50 μL de 

ácido tricloroacético, centrifugandose a 14000 g durante 15 minutos. 

Finalmente, se recuperó el sobrenadante,  se filtró con una membrana de 

nylon de 0.45 μm (Millipore Co.) y se realizó el analisis.  

El segundo protocolo de lisis celular (P2) estuvo basado en el método 

reportado por (Kralikova et al., 2017). En este caso la pastilla celular fue 
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reconstituida con 450 µL de metanol al 80%, dejándola incubar a 

temperatura ambiente durante 60 minutos. Posteriormente se llevaron a 

cabo 5 procesos de congelación en nitrógeno líquido y descongelación 

ultrasónica a 36ªC, tras lo cual se adicionaron 50  μL de ácido tricloroacético. 

Las muestras se centrifigaron nuevamente a 14000 g durante 15 minutos. 

Finalmente se recuperó el sobrenadante, se filtró utilizando una membrana 

de nylon de 0.45 μm (Millipore Co.) y se procedió al análisis. 

5.7 Análisis estadístico 

El análisis estadístico estuvo basado en un diseño experimental de un solo 

factor completamente aleatorizado (Yij= µ+τi+εij), comprobándose en 

principio los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas 

(Shapiro-Wilk y Levene respectivamente). El paquete estadístico utilizado 

para el análisis mencionado anteriormente, así como para el análisis de 

varianza y la comparación múltiple de medias (método de Tukey) fue el IBM 

SPSS versión 20. 

6  R ESU L T ADO S  Y  DI SC U S I Ó N  

6.1 Viabilidad espermática y motilidad progresiva 

Los resultados correspondientes a la calidad seminal al descongelado se 

muestran en la Tabla 2, observándose que la viabilidad y motilidad 

progresiva se mantuvieron sin diferencias significativas (P>0.05) al comparar 

los porcentajes promedio obtenidos de los medios de congelación. 

Aun cuando no se encontraron diferencias significativas en las variables 

estudiadas, el mayor porcentaje de espermatozoides viables se obtuvo en 

los eyaculados criopreservados en presencia de liposomas cargados con 

trehalosa (28%), por el contrario, el porcentaje de espermatozoides con 
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movimiento progresivo fue menor en el grupo experimental en comparación 

al grupo control.  

Se sugiere que los hallazgos descritos anteriormente pueden estar 

influenciados por las condiciones de incubación utilizadas en este trabajo 

(Holovati et al., 2008; Röpke et al., 2011), aunado a la concentración de 

lecitina de soya empleada en la dispersión de liposomas (Pearodwong et 

al., 2019; Zhang et al., 2009). Es necesario destacar que, hasta donde 

sabemos, no hay reportes prevos en la literatura sobre el uso de liposomas a 

base de lecitina de soya en la criopreservación de semen de cerdo. Lo 

anterior, abre la puerta para continuar la investigación y se contribuya al 

desarrollo de la técnica de congelación espermática en cerdos, la cual va 

cobrando relevancia principalmente como medida de bioseguridad. 

En adición a lo anterior, He et al. (2001) reportaron el uso de liposomas 

elaborados a partir de una selección de fosfolípidos en la criopreservación 

de eyaculados de cerdo, observándose resultados consistentes a los 

nuestros respecto al efecto de los liposomas en la viabilidad espermática y 

motilidad progresiva al descongelado, además de su uso en conjunto con 

la yema de huevo en la formulación del medio de congelación. 

Tabla 2. Efecto de liposomas en espermatozoides criopreservados 

Tratamiento 
Viabilidad espermática 

(%) 

Motilidad progresiva 

(%) 

Control 27.285 ± 3.272 21.058 ± 3.760 
Experimental 28.218 ± 2.718 18.918 ± 1.407 
Los valores representan la media ± error estándar. n=15 
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. 

6.2 Ultraestructura espermática 

Las imágenes obtenidas por TEM muestran espermatozoides criopreservados 

en presencia de liposomas cargados con trehalosa que mantuvieron su 
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integridad estructural (Figura 8 a), así como células con alteraciones propias 

del proceso de congelación-descongelación, destacándose la distención y 

perdida de la membrana plasmática (Figura 8 a). Adicionalmente, se 

identificaron vesículas en la región acrosomal, lo que sugiere la activación 

prematura de la reacción acrosomal ocasionada por el proceso de 

congelación-descongelación (Leahy y Gadella, 2011). Otro tipo de 

vesículas, con apariencia similar a la observada en la caracterización previa 

de los liposomas (Mendoza Viveros, 2016), fueron identificadas 

interactuando con la membrana plasmática de los espermatozoides 

porcinos criopreservados (Figura 8 b). 
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Figura 8. Micrografías TEM de diferentes segmentos de espermatozoides porcinos 

criopreservados en presencia de liposomas cargados con trehalosa.  a) Células 

espermáticas con membrana plasmática intacta (MP), distendida (MPD) y rota 
(MPR). Ac, acrosoma (protuberancia acrosomal); N, núcleo; PP, pieza principal. b) 

Corte transversal de la cabeza espermática donde se observan liposomas (L) cerca 

de la membrana plasmática del espermatozoide. Ac, acrosoma (protuberancia 
acrosomal); N, núcleo (N). 

6.3 Caracterización reológica 

Se realizó la caracterización reológica del semen porcino a fin de evaluar el 

efecto de los liposomas cargados con trehalosa en sus propiedades 

viscoelásticas (G’y G’’) y viscosas al flujo 𝜂(�̇�) , así como analizar las 

interacciones espermatozoide-medio extracelular y espermatozoide-

espermatozoide antes y después del proceso de criopreservación. 

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas de flujo a la cizalla 

simple 𝜂(�̇�)  se muestran en la Figura 9, observando un comportamiento 

reológico no newtoniano de tipo adelgazante al flujo (n<1) del semen 

porcino. Asimismo, se pudo observar una mayor viscosidad en las muestras 

de semen reconstituidas en el medio de congelación experimental, la cual 

se mantuvo incluso después de su congelación-descongelación, no 

obstante, el daño oxidativo ocasionado durante el proceso de 

criopreservación (Aydemir et al., 2008). Este comportamiento podría ser 

atribuido a la presencia de los crioprotectores, cuyo mecanismo de acción 

se ve reflejado en un incremento de la viscosidad del medio que los 
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contiene (Morris et al., 2006; Rodriguez-Martinez y Wallgren, 2011; Sampedro 

y Uribe, 2004). 

Contrario a lo anterior, la dilución de las muestras en un medio de 

conservación comercial implicó la disminución de su viscosidad en un orden 

de magnitud, sin embargo se conservó su comportamiento no newtoniano 

del tipo adelgazante al flujo. Lo anterior es relevante si se considera el efecto 

protector que implica el mantener las células en un medio viscoso (Corcini 

et al., 2011; López-Gatius et al., 2005; Nagy et al., 2002). 

 
Velocidad de deformación, �̇� [s-1] 

Figura 9. Pruebas de flujo cortante simple en el semen porcino antes y después de 
la criopreservación espermática. Viscosidad a la cizalla simple Ƞ (�̇�) en función de 

la velocidad de deformación (�̇�). 

Respecto a las pruebas de flujo a la cizalla oscilatoria (viscoelasticidad 

lineal), la Figura 10 muestra la viscosidad compleja (ƞ*) presentada por el 

semen, observándose que cumple la regla de Cox-Merz, donde, la curva de 

viscosidad compleja y la viscosidad a la cizalla simple se empatan en una 

sola, es decir, son sistemas mecánicamente estables al flujo. Se destaca que 

el valor  de la viscosidad a la cizalla simple (𝜂(�̇�)) es menor al de la viscosidad 
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compleja, lo que se relaciona con la naturaleza destructiva de la prueba de 

flujo a la cizalla simple (Li et al., 2005). 

 
Figura 10. Pruebas oscilatorias en el semen porcino antes y después de la 
criopreservación espermática. Viscosidad compleja (η*) como función de la 

frecuencia angular (ω) en escala logaritmica. 

Además, las pruebas de cizalla oscilatoria (Figura 11) presentan una 

respuesta viscoelástica (G’ y G’’) significativa, con un predominio del 

componente elástico (G’) sobre el viscoso (G’’) en los eyaculados de cerdo 

fresco (G’>G’’) en la ventana de observación, mientras que en las muestras 

diluidas (diluyente comercial y medio de congelación experimental) el 

módulo viscoso predominó sobre el módulo elástico (G’’>G’), es decir, 

cambio su estructura de un material sólido viscoelástico (G’>G’’) a un líquido 

viscoelástico (G’’>G’). Lo anterior es relevante por el efecto de las 

propiedades elásticas del medio en los mecanismos de navegación y 

migración espermática reportados  previamente en la literatura (Tung et al., 

2017; Zaferani et al., 2021). 
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Figura 11. Pruebas oscilatorias en el semen porcino antes y después de la 

criopreservación espermática. Espectros mecánicos dinámicos de pequeña 

amplitud de deformación (símbolos llenos son G’: módulo elástico y símbolos vacíos 
son G’’: módulo viscoso) como función de la frecuencia angular (ω) en escala 

logarítmica. 

Adicionalmente, el proceso de congelación-descongelación también 

ocasiono la pérdida de la estructura elástica de las muestras (módulo 

elástico, G’), lo que se hace más evidente a tiempos cortos de observación 

(frecuencias altas). Este cambio en el comportamiento viscoelástico de las 

muestras se debe a la pérdida de las interacciones célula-célula y célula-

medio, lo cual se explica por el daño en la membrana plasmática de las 

células ocasionado durante el proceso térmico (Barnes, 2000; Medina-Torres 

et al., 2000; Song et al., 2018). Otro hallazgo importante es un 

comportamiento “pseudo-solid like” en las muestras de semen 

descongelado, relacionado con una interacción más fuerte entre los 

espermatozoides y crioprotectores (liposomas y trehalosa) a tiempos largos 

y bajas frecuencias de deformación (Medina-Torres et al., 2019). 

Lo mencionado en el parrafo anterior se ilustra de manera gráfica 

mediante el diagrama de Han (Figura 12), el cual nos permite comparar 
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estas diferencias en la estructura de las muestras antes y después de la 

criopreservación, donde, la línea diagonal (donde G’=G’’) determina la 

transición entre el comportamiento viscoso (G’<G’’) y el elástico (G’>G’’), 

de modo que los sistemas que se encuentren por encima de la línea 

diagonal, como en el caso del semen fresco, tienen un comportamiento 

predominantemente de un sólido viscoelástico, por otro lado, las muestras 

diluidas que se encuentran debajo de la línea diagonal tienen un 

comportamiento predominantemente de un líquido viscoelástico (Cai et al., 

2017). Es importante destacar que, en las muestras de semen diluidas, los 

datos correspondientes al medio de congelación experimental se 

acercaron más a la línea diagonal, lo que indica una mayor interacción 

entre los componentes del sistema. 

 
Figura 12. Pruebas oscilatorias en el semen porcino antes y después de la 
criopreservación espermática. Diagrama de Han. 

Finalmente, es necesario mencionar que también se realizó un análisis 

reológico de las muestras de semen criopreservado con el medio de 

congelación control (sin liposomas), sin observarse diferencias en su 
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viscosidad en comparación con el medio experimental, esto debido a la 

presencia de trehalosa libre (resultados no presentados). Sin embargo, la 

presencia de liposomas cargados con trehalosa influyó ligeramente en las 

propiedades viscoelásticas (G’) de las muestras de semen descongelado 

(Figura 13). 

 
Figura 13. Pruebas oscilatorias en el semen porcino criopreservado, efecto del 
medio de congelación en las propiedades viscoelásticas al descongelado.  

Espectros mecánicos dinámicos de pequeña amplitud de deformación ( símbolos 

llenos son G’: módulo elástico y símbolos vacíos son G’’: módulo viscoso) como 

función de la frecuencia angular () en escala logarítmica. 

6.4 Análisis cromatográfico 

El resultado obtenido de la curva de calibración demostró una relación 

lineal entre la concentración de trehalosa (5-25 mM) y el área de la señal 

detectada por el equipo, con un coeficiente de determinación (R2) de 

0.999. 

Respecto al análisis de las muestras de semen porcino, se probaron dos 

protocolos para llevar a cabo la extracción de trehalosa. En el primer 

protocolo (P1) se utilizó la sonicación para provocar la lisis espermática, 
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entre tanto, el protocolo número 2 (P2) se basó en el uso de metanol y ciclos 

repetidos de congelación-descongelación ultrasónica. La Tabla 3 presenta 

las concentraciones promedio de trehalosa, destacándose que la mayor 

concentración detectada en el grupo experimental se obtuvo mediante P2 

(2.86±0.39); sin embargo, no se observó diferencia significativa al comparar 

ambos métodos utilizados en el tratamiento de las muestras (P>0.05). 

Tabla 3. Concentración promedio de trehalosa en muestras de semen 

descongelado (mg/mL) 

Protocolo Control Experimental 

P1 2.262±0.619 2.809±0.974 

P2 3.238±1.240 2.857±0.393 

Promedio 2.750±0.657 2.833±0.470 

Los valores representan la media ± error estándar. n=4 
No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. 

Respecto a los espermatozoides criopreservados del grupo control, se 

logró detectar una concentración de trehalosa similar a la observada en el 

grupo experimental para ambos protocolos de preparación de muestra 

(P>0.05), no obstante que la formulación del medio de congelación no 

incluyo liposomas cargados con trehalosa. 

La incorporación de trehalosa al interior de células durante la 

congelación se ha reportado en células endocrinas de islotes pancreáticos 

(Beattie et al., 1997), plaquetas (Gläfke et al., 2012), fibroblastos (Zhang et 

al., 2016) y espermatozoides de equino (Oldenhof et al., 2017). Se sugiere 

que la transición de fase producida durante la congelación ocasiona un 

incremento en la permeabilidad de la membrana plasmática que permite 

la permeabilización de la trehalosa (Stewart y He, 2019). Por otro lado, la 

participación de los liposomas en la incorporación de trehalosa al interior de 

los espermatozoides criopreservados demostró ser mínima (Tabla 3). Lo 
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anterior coincide con Holovati et al. (2009), quienes reportaron una baja 

concentración de trehalosa intracelular (15 mM) al utilizar liposomas en la 

criopreservación de eritrocitos humanos. Pese a los mínimos efectos 

adversos de los liposomas en comparación a otros métodos utilizados para 

la liberación intracelular de trehalosa, los resultados obtenidos a la fecha 

respecto a las concentraciones liberadas del azúcar son bajas y en algunos 

casos insuficientes para la crioprotección. 

7  C O NC L U S I O NE S  y  T R AB AJ O S  F U T U R O S  

• Se logró la cuantificación de trehalosa intracelular mediante HPLC-ELSD 

en lisados de espermatozoides porcinos criopreservados en presencia 

de liposomas cargados con trehalosa. 

• No se observó diferencia significativa entre las concentraciones de 

trehalosa intracelular obtenidas mediante dos protocolos diferentes de 

lisis espermática. 

• La presencia de trehalosa a nivel intracelular (2.8 mg/mL) en 

espermatozoides porcinos no modifica significativamente los 

parámetros de viabilidad y motilidad progresiva al descongelado. 

• El proceso de congelación-descongelación no alteró la viscosidad a la 

cizalla simple 𝜂(�̇�) del semen porcino debido a la presencia de 

crioprotectores como trehalosa en el medio de congelación. Por el 

contrario, la criopreservación espermática si modificó la estructura 

(módulo elástico, G’) del semen. 

• Se sugiere continuar con las investigaciones empleando liposomas a 

base de lecitina de soya y trehalosa en los protocolos de congelación-

descongelación de espermatozoides porcinos, con el fin de determinar 

las concentraciones requeridas para una máxima crioprotección. 
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