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PALACIOS ANGOLA, ARttAHOO. Efecto del sistema de enva'sado 
y la concen~ración esperm~tica sobre el daRo acrosooal y 
la motilidad postdescon9elación del seaen de equino. 
<Bajo Ja asesoría del Dr. Javier Valencia Héndez y del 
Dr. Luis Zarco Quintero). 

Se colectaron ·y congelaro~ durante el invierno e 

eyaculado~ de S seaeritales envaslJndolos en macrotubos de 

4 ái ~- en pajillas de o .. 5' vil, y dos diferentes 

concentraciones, 100 y 800 millones de esperviatozoides 

por al. Posterior a la descongelación se evaluaron en 

microscopio de cor.tre~te de Ta$eS 300 espennatozoides por 

cada muestra en las que se determinó la aorfolo9ta 

esperm~tica con dnfasis en el estudio del daRo acrosoaal, 

asJ como la motilidad. Los resultados indicaron que el 

efecto de la concentración e$permAtica ~ue evidente. 

Cuando dsta r·ue mayor (800 mi J J lml J 1 ir1dependier1 te1Jen te 

del envase, la mutiliJdd pustdescungelación y el daffo 

acrosomal se vieron ~enos afectados que al utilizar la 

c()ncentracióo de 100 Tllilllrrd <P < 0.01). Por utru ladu 1 

no se presentó variación en el porcentaje de normalidad 

espermatica al ~cr <maetidos los eyaculados al proceso de 

congelación <P.> 0,05>. Por Jo anterior podemos concluir 

que este sistema de congelamiento de seMen es beneficioso 

y perfectible utilizando dosis con altas concentraciones 

de e5permatozoides en el envase. 



[,_ lHTRDDUCClOH 

A. pesar de las rest,ricciones Japuestas,.ppr -las di'ferentes 

a:S()ciaciones de· criadnr.es de, cabiillos. la criopreservaciór1 

artificial 

.;:;¡;~:¡~:J,~~¡f ~~i~l~~t~it1::: :::::::::: 
., . -·': ':~··· -... :::'"' '·- '.' --~ 

fr.ab·á-j(:,S_ ==~-10SY!i:_~<:-u·a-YéS~ ~,_:-fueron-.~~._,_ba$ados·:_,-: en las t#cn i cas 

prc;p~~S-t8S~ ~:p·(~~ Cochi-añ __ -y _;;oi---~;;-,(6~7) de la Universidad 

Est'atal d~»- C.Olorado, :o , por Hartir1 y col. <33J de la 

Universidad de Hannover. Los primeros utilizan una 

concentración esperaética alta <800 •illlal) para envasar 

en pajillas de .5 DI ó 1 ml de capacidad, y los segundos 

usan una concentración espera~tica baja (JOO ~illlmlJ 

para envasar en macrotubos de 4 ml. 

Lo anterior perrlite pensar que la relación entre 

superficie de cuntacta cor, el exterior y volumen de se•en 

es muy distinta en función del envase, lo que resulta en 

diferencia$ en el ritmo de congelación del se~en, por lo 

que puede haber diferencias en el da1~0 esperttético al 

congelar semen en diferente tipo de envase. Es por ello 

quo el otl.fetú•o de este experúHmto es deter1dnar 

ir1deper1dier1temente los efectos de tipo de er1vase y 

concentración esperm~tica sobre el da~o acrosoQal y 

moti' lid ad po$tdescor19el ación en el semen de equino 

tomando ésto$ como par~metros indirectos para estimar la 

fertilidad de un eyaculado criopreservado. 



u.,_ RE:V ISIOH ff LITE:RATURA 

2.1. Ventajas de la criopreservacidn de seaen 

la criopre;¡.ervaci6n del semen de equin<J ha sido en 

Jos. óltirws años objeto de irrnumPrabJes ct.1ntr<Jversias, 

tan to en el orden legal y ecort61'iCo com(} en el 

reguJacH1r1es de las diferentes asociaciones de criadores 

de caball"s han restringido Jos incerrtivos para encontrar 

MeJorlas ~n Ja t~cnica de inseminación artificial en esta 

especie usar,do serrien congelado fn <.U.A. hay 40 

as()ciacinri~s, de las cuales sólo 13 aceptan abiertamente 

1 a préctica de inseminación arti~icial con se11en 

congelado (24,56). Aun asJ, vi~ndola positivamente es un 

av-ance surgido hace solamente JO años <2). Es por todo 

esto que la investigación en este ca~po es auy limitada, 

ya que el criador refleja pocL1 ittter~s y no hay 

su·f.iciente Sl'P<.trte· "financiero; por ende, la consecu<:ión 

resultados 

-s~tis-f,act!J":.ios, no ha sido encoritrado .. No c•bstante, la 

· neC~si.i:la_d·}·:~d11 ·,á1•ance es mucho mas manit"ie~ta qu11 hace 

años.: .,/2tji~-42,s0J, y quiztis el ejemplo mas concreto lCJ 

tierren. ·; 10~,- c~~rd>», que desde 1980 hasta 1985 har1 

ii1se11tina.do -110,0(IO yeguas cori semen ctrngelado teniendo 

par~ ese ültimo a~n uoa fertilidad de 68 Z (~J. 

la criopreservaci6n Jel semen implica el mantenimiento 

celul~r a temperaturas extrema~a0ente bajas. Normalmente 
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se utiliza . el nitr~geno llquido COIW aedio d• 

\•_ .-'· . ·, 

196~· c, .. <zo~· q'~~::,;"~t·~~:?¿a:-:~-ria ·reduc.::Um casi absoluta de 

Este queda 

La -:: .·. '":·· ... _,' 
del sepen de equino 

co_ao.Jña~~~f_as.l_~~i~;, de Ja técnica de la conservación del 

~eme~ ~o~ino-~17,56J. Asl 1 ya desde 1956 se trabaja en Ja 

del seuen equino, obteniéndtJse en ese 

entonces- loqros pioneros en fertilidad entre el JJ X y el 

80 'l. <4 1 17,19,251 381 40,41 1 42 1 40 1 49 1 641. 

En el equino, la crioconservación de semen tiene 

co•o ventajas 1 

AJ Reducir el transporte de los ani•ales. Es 11as 'fécil y 

económico transportar un terAo de nitrógeno liquido que 

un caballo. Ho se requiere transportar a la yegua, 

evit~ndose as! el riesgo de accidentes, el costo de 

seguros y el estrés que puede influir directaaente en la 

-fertilidad, En cast1 de ser yegua recién parida se evita 

tambi'n el traslado de la cr!a <2,29). 

BJ Peraite prolongar la vida reproductiva de un se~ental. 

Se facilita el acceso al aaterial gen~tico especifico aun 

cuando el anipal haya muert~, obteniendo porcentajes de 

sobrevivencia bastante altos, inclusive habiendo pasado 

muchos a1it1s desde su col eccitJn (2, 24, 28, 29, 56). 

CJ Hay ~enos pérdida de e~per•atoroide$, Se increaenta el 

n~mero de hembras a inse•inar por Ja posibilidad de 



diluir -a Ja dosis necesitada. Se obtienen 11uchas .11~s 

dosis poi' cada eyaCuJ ado 1 que utilizando la Inse11iñaci ón 

al'ti'ficial en fresco o Ja monta natural f44J. 

CJJ El se~erdal puede continuar cor1 ·su vida pr.oductiva 

.zootd-cnica sin que· su vida reproductiva se detenga~ Puede 

hacer ambas cosas al ~is~o ti~•pa (56). 

fJ Se puede hacer un anl!lisis previo de la calidad del 

se11ten f29,56J, 

FJ Permite e-fectuar un tratamiento preventivo al semen 

para •iriiaizar la posibilidad de tran511isitm de 

orgardsaos potencialmente patógenos (23,24,53). 

La con9elación de se11en ta11biffo presenta algunas 

desventajas, coao son1 

AJ En Ja mayorla de los sementales hay una sensible 

reducci,~r1 en la fertilidad del semen descongelado 

coaparada con la del se•en Tre~co (12 1 27,JJJ. 

8) Se requit?re de equipo especializado para la 

coT1$ervacHm del seMerr, al igual que pers<rnal calificado 

para realiz~r Ja congelación del mismo. 

CJ La •eDbrana espermática pierde estabilidad con el 

pr11•::-f" 5(1 de conqe l ac il>n - desconge l ac i ór1 .• pr'1duc i en do en 

muchos casos un aceleramiento de la reacción acrosomal 

con lo que se libera Ja enzima acrosina. La liberación 

pre111at"ura de la a<:rasir1a es perjudicial debido a que esta 

enzima, necesaria para el acerca1~i er1 to del 

esper 111a t<.i;:o i de, ti en e ur1 periodo de vi da muy cor to 

c2,29.J. 
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DJ (a necesidád·de no arriesgar la fertilización dtt un 

ciclo e5.fr~l¡ y ·la- iaposjbflidad de palpar a la yegua_ con 

Ja frecuencia ~ecesaria para deter•inar con exa¿titud 

cuar1do va ocurrir la ovulación, hace que con este 

Taétodo se ir1cre•enten los servicio$· por concepción, 

situación que redunda en costos altf>S de bid" al 

encarecido precio de dichas dosis (56), 

A lo largo de los a~os en que se ha i•ple•entado 

esta •anera de conservactón de se11ten de equino se han 

dictado normas y espec1.'Ticacione1 sobre la tfcnica en sj 

meJor~ndose día con dla tanto los inqredientes como las 

dosi~ y los procedi~ientos para conoelar l!$tas células. 

Er1 este orden de ideas han surgido dos escuelas, una 

nortea•ericana y otra ale•ana, las cuales concuerdan en 

el procedimiento general, pero no asi en el diluyente 

utilizar r1i en el sistema de envasado. La escuela de 

Colorado utiliza Jos postulados generados por Cochran 

col. eri !983 <6,7) que eri síntesis trabajan cort un 

diluyer1te de centriT·u9ación a base de citrato de sodio, y 

para congelar usari pajillas de o.s •l a una concentración 

esper•atica por dCJ$iS de 800 r1illor1esl111l. La escuela de 

l/OJ.rrnoi•er, po,.. ~u parte sigue las indicacior1es sugeYidas 

por Hartio y col. en 1979 (JJJ quienes utilizaron un 

diluyerite de centrifugación a base de glucosa, envasado 

en •acrotubos de 4 al de capacidad y a una coriceritración 

esperm~tica de JCIO mil Jones/ml poi' dosis. Eri a•bos casos 

la cantidad total de esper•atozoides en la dosis es d~ 

400 ~illones, que se corisiguen eri la escuela americana 
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can poco volumen de semen auy concentrado y en Ja escuela 

ale~ana con un mayor voluuen pero menor concentración. 

SJn e~bar90 1 Ja relación entre super~icie de contacto y 

voluDen hO es la aJsna para la$ dos presentaciones, ya 

que el r.iacrotubt1 tiene menos superficie por unidad de 

voJuaen de semen que Ja pajilla. Es $abido que Ja 

transferencia de temperatura entre el semen y el medio 

aDbiPnte es mAs r~pida conforme aumenta la superficie 

(JJ,SS,6JJ, por lo que se deduce que el ritmo de 

congelación es diferente para las dos presentaciones, lo 

que resultar~ en diferentes patrones de cristalización, 

conceritracUm de solutos, etc., durante el proceso de 

cor1gelai:iór1. 

Huy diversos son los trabajos que optan por uno u otro 

•'todo tanto de diluyente como de envasado 

C20 1 27 1 J0,32,35 1 61J, sin e•bargo, hast~ la fecha no se ha 

reportado una ir1vestigación que cordronte el sistema de 

er1vasado con respecto a Ja ccmcer1tración a que se somete 

el eyaculado en cada envase, a excepción de un trabaJ<J de 

Aukeiaa en J98S C3J.. Sir1 embargo ~l estudió dos 

cor1ce11 trae ion es distintas las "frecueri temen te 

utilizadas, por lo que el objetivo de esta investigación 

fue deter11ir1ar i'!dependier1teae11te los efectos de tipo de 

er1vase y concerrtr"ación espermatica s"bre el daño 

acroso11al y:la:iiotilidad postdesi:or1qelación en el semen 

de equino .. 

6 



2.2. Colecciórr d~:.seiten. 

Aun' _cuan_d</-;la ·c"a.lidad del se11en postdescongelad" ntJ 

var la eTI función· de la época del añ<J que se recolecte 

(321 i •1 haCer,10 eTI época de ir1vierrro ha resultado de 

mejor p~:ovecho :, p:cfrque: 

tJ En _épo~a de invierno y con la teraporada de rum"ta ya 

fir1al izada, el se'ltental se descansado, 

coaprobiindose que con estos peritJdos de descanso se 

incrementa s!9nificativaaente total de 

espermatozoides - por eyaculado -,s,32). 

2J €1 s~aen frasco recolectadn en invierno está asociado 

con po.:_o volu•er1 de eyaculado, sobre todo de gel, y alta 

concentración esperaática, siendo esto un factor 

favorable ya que no se necesita centrifugar tanto para 

poder obtener el paquete esperaiitico. fs por lo anterior 

que se recoaierrda realizar la colección del se•en para 

fines de con9elación durante los meses de octubre a 

enero, aisaos que fueron establecidos como periodo de 

investigación (5,24 1 32). 

La selección de los seaentales es el pur1to més 

..iMpürtantc a con~idP.rilr para la obtención de eyaculados 

propio5 para .J"U con9elación. debid<J a que no todos son 

congelables, entendiendo por congelable a aquella cdlula 

P$perm<1tica capaz de per11anecer viable de5pues de la 

descor1<Jelacit.1n <29,35). Ar1te todo deben ser aniaales 

probadamente "fértiles y que estdn en Opti•o estado 

nutricional y de salud. Antes de la colección, al aniaal 



se Je practic~ un exaaen genital externo, y se realiza un 

estudio del seaer1~.·para deterai~ar la capacidad de éste 

para , ser· ... t;Ori9e.i~~Q.. L·as car:acterlsticas alrdaas 

r eque·Y.-i?as'~ son 1 , '· ·.~· · 

AJ T;rieJ.:'. ~:~,~~'.~,~~/j.~·~-J~·i J·;'.~g~:~~-iv~: intcial ~ayor al 

( 6)9 ;:1i);)· ~;_j::~~·-; o· :', -~~::~· · :~/~'.'. ~-;·~:,' -,~~:'..~ ;;/~" :: .• 

·'·;<.·" .,,. "°'" 

:; ~c~,l~;;~~;~~~~}~~L:~~t~~~fx~~g:'~~t;:t tot• l en 

el 

- .-.-.:,~·_:·f:¡ "?pr.f-!~e-.S~ }~~~.,.-~-~~~:~·i)~i(;~~:e:l 'Se·tien cu•ienza cun el 

minimizar la ccmta11inación en el eyaculado por exceso de 

carga bacteriana o desechos epiteliales. Es importante 

recordar que no se debe laYar repetidamente porque se 

reaueve la flora local, facilitando el crecimiento de 

. bacterias pató9enas (56) 1 de preferencia enjuagarlo con 

un al9odón ser~ suficiente. Estos mis•os cuidados deben 

ser toaados para la liapieza de Ja yegua (56 1 58). Para 

colectar el se11en se debe contar con cuidados extremos 

para evitar influencias medioambientales como luz, 

agitación 

excesiva que causen ··= -.dar;os-- : __ irreparables en el 

esper~atozoide (56). 

La colección del Eemen se hace por medio de una vagina 

artificial CV.A.J", a Ja que se le. adapta un filtro de 

gasas para retirar .la ·fracción gel del eyaculado, as1 

como cualquier .. cuerpo extra;;o (25 1 56). El retiro de esta 

fracción se debe, a que tiene un efecto de aglutinaciór1 en 

los esp~ra~t~zoides, lo que le impide novilizarse bien, 

e 
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causando m·er•a·< en-.· ei :·c~lCultJ de ·1a 1wt i 1 idad (44). 

Iriaediatamerite ··~nt~~ de la obtención del seaen, la 

te11_pera·tur~: dentro ·de la V .. A. debe ser de 44-48 1 C.. Esto 
:".-. -·. -_._,. 

se~-~or1_~/gú;·'.~ intr()duciéndo la suficiente cantidad de agua 

cct.(fen·t·~··a· la V .. A .. para obtener tanto la te•peratura co•o 

la ~residn riecesaria para proveer unif"or~idad de contacto 

lo largo.del pene <56J .. La superficie interna de la 

V.:A:· debe ser lubricada cor1 un 9el no esper•aticida co•o 

_pu~de ~er la carboxiMetil celulosa, petrolato, glicerol, 

etC;<2,-56J. Una vez colectado el eyaculad" hay que 

~antener una te~peratura siAil~~ a la corporal durante el 

transpor~e del semen al laboratorio para evitar el shock 

- tér•ico· <56). Es esencial que los co111por1entes, el equipo 

y •ateriales que entren en contacto directo con el pene y 

el se•en no coritengan sustancias espermaticidas.. En el 

caso de que el ~aterial y equipo º" sean desechables, 

deber1 s.er lavados, secados y esterilizados cada vez que 

sean usados (2 1 24 1 56) .. Las aenpas que utiliza Ja V .. A .. 

pueden ser_ lavadas sumergiér1dolas en alcohol etllico " 

isopropllico por 2-24 h para desin-fectarlas y secarlas al 

aire (56). 

2.3. Evaluación y congelación del se•en .. 

El procediaierito de congela:dento comienza aidi11ndo 

el volu11en total del eyaculado 1 ibre de gel .. Despuds se 

retira una gota para c~lcular la motilidad inicial en el 

rnicroscopio óptico <22J, sobre una la11tinilla previamente 

calentada a J7• C. Otra gota del se11en es aezclada cor1 
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solucitm Hancock~.- ·•odi"ficada <22) para exa11inar con el 

raicroscop!o. ;~e >.:~intr:ast• de fases la •orfolo9!a 1 y en 

·•.,' 

<.i.J.;)6~:/S~-.:, ·";~a-s'-:. tfC"riicas de di lución de las escuelas 

.:'a•er)~·~n-~·.·_: Y.'.~.a1e11ana difieren en el tipo de diluyente de 
. - ·"'' -

.·~~,:/¡{·¡.f~9-~c-f~n a utiliza,-. Dentro de la escuela alemana, 
,·_:::.:·> 

"faii"ff:i.n et al (33) en el ª"º 19i9 describieron un •tHodo 

-·ae ,_-'centii-fugación en el que usaba como diluyente una 

so".IUciÓO cciyo5 in9redier1tes son: 

glucosa 
E:VTA 
cjtf"ato sbdico dihidro 
bicarbor1ato de sodio 
sulfato de polimixir,a B 
agua destilada c.b.p. 

pH 
110s•IK9 

59.985 9• 
3.700 9· 
3.699 g. 
1.200 9. 

10 6 u.i. 
1 J itro 

6.59 
409 

tlientras que CtJchran et al (6 1 i) 1 de la escuela 

a11ericana, desarrollaron un diluyente -dit ·centrifu9acit;r, 

cuyos coApunentes son: 

citrdto de .sodio dihidrc1 
glucosa 
EDTA disódico 
bicarbonato de sodio 
agua destilada c.b.p. 

pH 
rlrÜSJJ/Xg 

25.950 "g 
1.500 g 
3.699 g 
1.200 g 
1 ·1itro 

Estos Ultir;ws autOff>S asu11tier,H1 'qu~ .co.n esta solución de 

menór vi$COSJdad_'.<,tien,e eenos· Concer1"tracJón ·de solutos) 

se ~acilitarla la obtención del paquete espermdtico 

durante Ja centrifu~~ción~ Para ~vitar una precipitacidn 

1-J 



brusca de los esper•atuzuides al 'fondo del tubo d• 

ellos recm11iendán cCJlocar a •anera. de 

"colchón" 0.25 ml de la s<iluciórt propuE>sta por Hartin y 

ci')l. (33) la c·ual es aas ':'iscosa, peraitiendo un traslado 

mas lento _hacia el 'fondo del tubo durante Ja 

centri"fugaci~n. _Un estudio posterior (59) ha comprobado 

que Ja óaisión de este colchón no a"fecta Ja 11totilidad 

progres_iva y si tiende reducir el nar11ero de 

fisper~·atozoides cor, da1';0 acroso111al postdescongelación. 

Han sido numeroso$ los estudios que se han diseñado con 

el uso del •étodo de Hartin y col.(18,24 .• S2,5i,62J o del 

11tétodo de Cochrar. y col.(·?,ll,59,óOJ. La razón por la 

cu-al el presente trabajo se basó en la tdcrdca ale111ana 

Tue porque estudios realiza dos han de111os tr ado que el 

riayor porcentaje de rwtilidad postcentrifugación (p < 0.05J 

ericuer1tra aquellas soluciones cuya presión 

osaótica esta entre 300 y 400 1110s•/K9 (6 1 14) 1 y esto e.s 

logrado di[ecta111erite utlizando el diluyente a base de 

glucosa-EDTA. 

El proceso de centrit'ugación ha sido adoptado por 

Ja mayorla de las investigaciones realizadas en se•el'I 

equino y 'stas se basan en las siguientes pre•isas1 

JJ la centrifugación permite liberar Ja c~lule del 

plasaa seminal (6 1 7,18,34,48,SO,J. Si bien es poco lo que 

se conoce er, la actualidad sobre la naturaleza del daño 

e$perR1ético causado por Ja centri"fu9ación (6J, est.1 

pler1aner1te co11probado que el plasma seminal inhibe la 

capacitación espermatica ($7J 1 interfiere c<m Ja 

11 



rnot i 1 i dad postdescongel ac i On ( 33) y c<Jn 1 a ·:pene:trac i dn en 

el óvulo, al igual que reduce e~ cmisU11ú de oxigeno 

celular en el espermatozoide <29,56 1 57)'; 

2) La .centrifugación ofrece la .opor_tunidad de. 'conc.entrar 

Jag c'l':'Ja.s ·espermt.ticas y:· ~."':f~.;-,~~~;~~e~/~~-~~::._._~n-.=~·un medio 
''.'. > ....... ·; _.:·:···-· -··:::_ ... _, .. _, ... 

que l~s perrtitar, sobreVivif.· po_r.>1~r9os-~p~;~'iOdos;' asl c"mo 
, .. - ... --· ·, '• 

Iu di luciones en ·función de ias d~S'is sean 

necesitadas (6 1 l7 1 29,56), 

ctJnsideración muy importante es que las 

$ecreciones prostaticas, artpulares y bulbouretrales 

<pr iaera segunda fracción del eyaculado) si son 

necesarias para la vida del espermatozoide (57J, y lsta$ 

tambi~n ser~n retiradas cuando se centrifugue • Asl 1 que 

hay que por1derar los efectos detri11er1tales que se van 

presentar con la centrJ-fugación sin olvidar que la 

c:or1cetitracic'>r1 del paquete espermitítico es deseable CUilT1do 

se va a ct1n9elar semen (6,57). Este detrimento se ha 

calculado entre un 5-10 Z de p~rdida en la recolección 

del paquete espermtJtico después del .:er.tr ifugado (6,33). 

Sin embargo otr<1s autores afirman que estas pérdidas no 

influyen negativamente de ~anera signi~icativa en la 

sobrevivencia esperm~tica (J7J, y aOn ~ás, incrementa la 

motilidad p~stdescongelación cuand<J se le compara con un 

eyaculado que ha sido cerdri-fugado sin que se le haya 

adiciondJü un diluyente para centri'fugaci6n (33). 

Como 'fue dich1' er1 lineas ilriteriores el sr;:imen recijjr1 

co 1 ec ta do debe ser mezc 1 ado con ~ l diluyen te 1 e 1 cual .$f!I 

encuentra a temperatura de J7• C1 dentro de los primeros 
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2 Ainutos postcolección.- La .dilución que han recoaendado 

Hartiri ;.y ·'-col> .. e.s .. de· {' 1, aunque otros han utilizado 

dilucÚm'~·s 'de hasta 1 : S (24,29,56J. Se ha derwstrado 

que··)a:dilu¿ión 1=, 1 es suficiente para recolectar en el 

paquete 'postCentrifugación el 90-95 Z de Jos 

espenaatozoides (6J, e$ por el lo que fue eleqida esta 

dilución co•o base para este estudio, tanto mas cuando se 

ha determinado que una excesiva di lución del semen reduce 

la viabilidad esper•Atica aunque sin detrimento celular 

(57J. 

Una vez raezclado$ el semen y el diluyente se les da un 

periodo de adaptación que incluye un descens" en la 

temperatura hasta alcanzar la ambiental, con el fin de 

facilitar la sedimentación cuando se centrifugue <6,24J. 

Esta sedi~entaci6n es más efectiva <P < 0.01) cuando al 

depositar el semen diluido en los tubos de centrlfuga 

sean llenados solo hasta 20 ml por tubo y no con 40 •l 

(6). 

nurante este period() de adaptación, que suele ser de 10 

11inutos apr ox i madamen te, •• realiza el conteo 

espermática, y para ella se utiliza el he~ocit6metro de 

Spericer de manera convencional <13,16,24J, teniendo la 

precaución de que una vez hecha el cálculo final ~ste 

debe ser multiplicado por 2, ya que la •uestra es una 

solución diluida J : 1 

la velocidad de centrifuqacitm es un aspecto •UY 

importante considerar, ya que se puede presentar 

sedimentación incompleta al utilizar el diluyente de 

13 
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Har t in y ctJl ( 33J a ve loe i dades menores de 1000 x 9 en 

cor tos periodos de centr if'ugación (6J, siendo asi, 

existen trabajos con .es.te procedimiento (9,23,J2,59L Por 

otr'?,·.·lado,. ·s_e_- .. pu·e_de presentar que el paquete esper111iitico 

se quede adher:id_o al forido del tubo, dif'icultando su 
_,:--·,,, ,.-· 

t'etiro /.'Sir,· 'darrar los esper11tatozoides. Est" sucedió al 

util!~.a( el -diluy~r1te de Cochran y col con velocidad de 

10QQ ~ g_durante 5 min <1B,24J .. 

Cuando se utiliza el diluyerrte de Hartin y col. (JJJ, una 

velocidad de 400 x g durarite 15 mir1utos, es un periodo 

suficiente para que el paqu~te esperm~tico se sedimente 

suavemente, logrando as1 la recuperación de hasta el 95 Z 

de los espermatozoides <'9,24 1 56) .. Después de la 

centrifugacidn se debe retirar el sabrenadante y dejar el 

paquete e$per11~t ico la espera del diluyente de 

congelación, el cual seré yaciado en Jos tubos de 

centrifuga para que se resuspenda (331. La sobreviyencia 

de las células depender~ en gran medida de la sutileza 

con que se ~gregue y mezcle el diluyPnte de congelación 

con el paquete espermáti~u. 

Para el ~o~ento en que el proceso de centrifugación ha 

concluido, el calculo de la concentración e,permática 

de Ja motilidad ya deben estar listos para qu2 se pueda 

calcular el total de espermatozoides viables para ser 

CM1'}elado:S asl conocer la cantidad de diluyente de 

ccrngelación necesario para resuspender el paquete 

esperm~tico en función de la concentracidn final que 

llevara la dosis. 
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El diluyente de cor19elación (ó,7,9 1 29 1 33) tiene Jos 

siguientes in9redientes1 

diluyente centri"fugación 
lactosa al 11Z 
glicerina 
yema de huevo 
pos ta de or vus 
agua destilada c.b.p. 

«:.:. ', 

25 Al 
so 1111 

4 .,¡ 
20 •l 
0.5 ,.¡ 

100 Dl 

recm1er1dable 11er!c_i'!_"n_a(·-- el~;}_·_f.i~-0. de ciJda uno de los 

ir1gredi ente!! q:~~-'~ ~-;~~:;~;-~~~ ·~:~ ~·estC)"s '<!iluyentes. 

l.a glucosa: ~s_ -~el ·Yé·-1e;e'ntó·:-· --e·~~~~g.,ti'c~ por excelencia, 
:/.'-:.-·, ~~-::-: 

proporciona- a.-.-~··/á_·.o.JcelUla----el ATP necesario para su 

11etab(>lis1io' él -c1tr'ato de-s<>dio también proporciona 

ener91a. La glucosa y el citrato acttlan adem~s como 

agentes osmóticos, al igual que el bicarbonato de sodio, 

eleaento a~ortiguador del pH en Ja solución (2). 

El EDTA <etilendiaainotetraacetato dis1'>dico) es usado por 

pri•era vez e''ªº parte de un diluyente para semen de 

equino por Naumenkov y Romankova en 1970 ( 39). Hor sten en 

1972 (17) lo utilizó como diluyente de descongelación de 

pellets de semen de equir10. Eri toda la literatura citada 

no se reporta la iunc1on especliica del EDTA en el 

diluyente .. se puede suponer que por su e-fecto quelante es 

utlizada como protector de ~embrana y preservador de la 

viabilidad de la celulil dt.:r<:1.rita ol proce~o do 

cen tr i"fugac iñn - congel ac i ór1 ~ 

Los antibióticos presentes en el diluyente reducen o 

eliDinan las bacterias que pudieron haber contaminado el 

15 



SeJ11!Tt durante la ...:alecclón Los 

pri~cipaJe5 microor9anisaos patb9enas que contaminan el 

e,Yacu.lada - soTJ Kleb:fiella !R..:. y Pseuc:fQ.!.Q!l.!!. !i!..!. 1 y para 

·'$tos se recomienda la adairdstracilm de poliMixina 8 

tS3J 1 asl co•o penicilina - estrepto•icina t33J. 

La pasta de orvus <trietirnolaaina lauril sulfato de 

sodio) es un agehte e•ulsi'ficante descrita por Grahaan y 

col. t17J er, 1971 co110 prDtector del a.c::rosoaa en 

esperaatozoides porcirtos durarde la ctmgeJacíón es 

utilizildD para reT
0

fJrzar la proteccir'Jo f'o~'folipidica de la 

y~aa dfl huevo en 111 dJ'luyente <33J, La yt.taa de hut1vo 

proporciona los cu~ponentes nutricias de prateina y 

I Jpidos, S:<>bre todo "ft>!;'f<1l J pidós, y per•ite al 

espeniatozoide sobrevivir a r:ottdiciones ad11ersas cnao la 

reducciór, de Ja temperatura y los cambios de presión 

de pH <44J ~ En cuanto a su porcerltaie de 

inclusión se ha de'tl.ostrado que a r11edida que pasa el 

tie~pn el efecto de la ye~a de huevo sobre la motilidad 

provresiva es -oej<>r cuando esta se encuentra a 16 o 20 X 

que a 12 7. <9J. 

CJ glicerol es utjlizado co1110 crit>protector para que no 

la c.fJuls durante el proceso de 

c:o_ngelación y evjtar asf Ja pY'oducción de cristales de 

h"iel<> intracelular. Su "furtción espec.:Jiica es desplazar el 

ag-ua irdracelular ade•~s de a•ortiguar el pH para que 

inhiba la corn:er1t:racit.m de StJJutos intraceJuJares 

f2,15,4S,56). Su ir,clu$J(m dentro del diluyer.te es por le> 

gerieral del 4 %,. ya que esta coricerdra:ción es la que ha 
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resultado estad!stica11ente si9n1"fiCativa en una aotilidad 

que otras concentraciunes 

probadas dentro del rango de 1-6 %. (6,9,27J. 

vez resuspendido el paquete espermático la 

concentración deseada en el diluyente de congelación, 

debe dérsele un periodo de equilibrio de aproxiMadaaente 

20 minutos a te11peratura avtbier1te (9,20,24 1 29,47,56) el 

cual será utilizado para el envasado del semer, dentro de 

las pajillas y/o macrotubos. Cada do~is de se~en debe 

contener cierto nO~ero de esperaatozuides oótiles al 

mo•ento del envas~d~, por ello la cantidad de diluyente 

de cmigelación que se añada debe ser la que perraita 

obtener la dilución adecuada a partir de un eyaculado con 

cierto volumen 1 concentración y aotilidad inicial. El 

na111er<> de esperiJato::rnides mOtiles en el eyaculado se 

calcula ~ultiplicando los valore$ iniciales del 

Volu~en x concentración x •otilidad 
<alJ <H' esperalrtlJ <ZJ 

Antes de calcular la caritidad de diluyente a utilizar se 

debe considerar una pérdida del 10 Z durante la 

centri.,ugación. 

~xisten bAsicamente dos J11étod<Js de congelac.íón de se•en 

de equir10, 11anual y auto1>atizado, el segundo está: regido 

por un sisteaa computarizado el cual programa el descenso 

de la teJ11peratura automaticaaente <9,11). 

Para el rnetodo 111ar1ual, el cual -fue utilizado 1rn este 

experimento, se recomienda el uso de una caja de 

poliestireno de 32x25x24 cms dentro de la cual tiene una 
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rejilla que servir~ ca•o base para colocar Jos envases. 

ésta base debe tener una marca que indique el nivel de 

nitro9eno depositado de manera que sa logre obtener una 

distancia uhiforme desde el hitrógeno hasta Jos envases 

de eritre 1-4 cms fó,i,24 1 33 1 S9,60J, dependiendo de la 

velocidad d~ precangelación que se pretenda. 

Para cada, ·'enYasf> el altodo de descongel aciOn es 

par~~icul_ar._ 

€1 11acrt>tubo requiere de su in11ersión en agua 

te11peratur¡¡ de so• C durante 40 seg (24 1 3i,S6J O 45 seg 

<2,3,'29,33). 

La pajilla es descongelada sumergie~dola en agua a ;5• C 

durar1te 6-7 $11C}, no mas, y luego pasarlas a a9ua con J7• 

C durante 5 seo coma mJniflo (2 1 6 1 7,9 1 29,SóJ. 



Duran te la ~poca de invierno se real izaron 

evaluación preliminar de aotilidad inicial y 

concentración espermática. Los eyaculados que no tuvieron 

Uha motilidad progresiva inicial de por lo menos SO % y 

un mlnimo de espermatozoides de 7 1 000 millones por 

eyaculado fueron descartados. Los que sl pasaron estos 

criterios fueron incluidos en el experimento. Se realiz6 

el nOmero de colecciones necesarias para obtener 8 

eyaculados congelables, extraidos de S seaentales .. 

El semen fue colectado mediante el uso de una vaqina 

artificial aodelo Hannover• a la cual se le adaptó en el 

receptéculo para el eyaculado 3 gasas como filtro para 

separar la fracción gel del seaen y evitar asL la 

a9lutinaciOn de los espermatozoides, adeaés de retirar 

cualquier cuerpo extra1'10 del se1!1en <25,561.. Una vez 

obtenido el semen libre de gel se verificó su volumen, 

posteriormente se colocó una gota del semen con solución 

Hancock modificada (22> en un portaobjeto previamente 

calentado 37• e, para la evaluación iriicial del 

acrosoma en el microscopio de contraste de fases, 

Ioraediatameote despues el semen se mezcló con el 

diluyente de centrifugaciOn <29,33>, que estaba a 37• e 

y que teo!a co~o ingredientes: 

* GumDi - Uertra~, Hannover, Hest Geraany 



gluc<Jsa 
EDTA 
citrato sódico dihidro 
bicarbonato de sodiO 
sul1ato·de_polimixin~ B 
a9ua destflada .. c .. ~~pr 

59 .985 g 
3.700 g 

- 3.699 g 
1 .200 9 

10 6 u 1 

El pH de .este dill;l'/en't~_:_~S de 

de sOlu-tOs :de -4Ci9: ~~-~~/~,~~~-- ,.,>~-
,:-/ : ;:::_,;_: . 

. Una:. ,yez ,.'~~i~·"!~~~: ::ifl :::-.~.;~~~-~:'-se .)ii,; :< a~ti~idad 
er·,~-~~:-~~-·ita :;:~~~,_.Y ~-;--~"1 a ~ 1;~:~~~:~;,_t~'~;~Í:~~- · ~e·_~Pe_~~·:aiCa -- con_, un 

h~_~OCitÍn~etf" de .i;p.er1ce,; .. Po~·terlo~;,enfe:---e-i·-·s-eraen diluido 

:u __ c11Í'1"tri1·u·9b a 400 x g por 15 r1inutos,, al t~ntino de 

•sto se retiró el sobrenadante y se resuspendió el 

paquete e:spermtltico con un se9und<1 diluyente para 

con9elac:j(m (6,7,9,33.1 que estaba a temperatura a11biente 

y que tenfa por i~gredientes: 

diluyente de centrifu9ación 
pasta de orvus 
lactosa al 11 % 
91 icerina 
yema de huevo 
aqua destilada c .. b .. p,, 

25 ml 
o.s ~l 

50 111 
4 •l 

20 ml 
100 ~l 

La cantidad de diluyente que se a~adió fue Ja necesaria 

para una resusperisión una 

cor1centracit.iri de 800 11tillories de esperaatozo1des por 

mililitro, parte de la cual se envasó en tres macrc1tubos 

de 4 ~1 y tre$ pajillas de 0,,5 ~!.. pQsteriormerite se 

prticedió a diluir el remanente hasta una concentración de 

100 milllml, c11h la que se llenaroh c)tros J macrotubos y 

J pajillas. Desde que se re.suspendió el semen cor1 el 

diluyente de ceritrit"u9aci6n 1 hasta qut' se redlizó la 



cor19elación pasó un tiempo de entre 20 y 30 ainutcJS coao 

periodo de equilibrio (9 1 20,24,47 1 56J. Se utilizó· el 

sistema de congelación •anual so~etiendo a•bos tipos de 

enYase a un proceso de'-Cor:Smairerll·o er, vapores, para lo 

cual se ~olocaron en posición horizontal dentro de una 

caja de.~oli~st~~~~o sob~~ una base que $e encontraba a 1 

e• Por del nitrógeno liquido 

<6,24 1 33,·51f 1 60) ~ CJe!Cpu~.J de 20 minutos sa procedió a Ja 

introducción de los envases al termo de nitrógeno. Al 

cabo de 7 dlas se descongelaron las 11uestras para su 

análisis postdescangelación. De cada eyaculado se 

descongelaron J 4 ~acrotubos y J pajillas de cada una de 

las 2 concentracifmes esper111áticas. Para descongelar se 

su~er9iO el aacrotubo en agua a una temperatura de so• C 

por 40 5-egundos (24,37,56) 1 rderitras que las pajillas se 

sumergieron en agua a 75• C por 7 seg y después en agua a 

J7• e por 5 seg coao ~lnima (6,9J. 

Se analizó la motilidad pra9resiva postdescongelado can 

ayuda de ur1 'fllicroscopio óptic<J con objetivo 100 X, y Ja 

integridad acrosamal aor1'ologla con 111icr"oscopio de 

contraste de fases. Para esta evaluación fue necesario el 

cor1teo de 300 espennatoz()ides por cada ur1a de las 

moest,..as (1 1 16 1 22). 

Tanto la motilidad progresiva como el da~u acrosomal 

fueran estudiadas estad!sticaaente mediante un an~lisis 

de varianza en ur1 diseño "factorial 2 x 2 er, la que los 

factores considerados fueron 2 concentraciones y 2 

sistemas de envasado UOJ. 
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!!'.... RESULTADOS 

AJ estudiar la •utilidad en 'función de Ja 

presentacii')n del envase (Cuadro H• J) se encor1tró una 

motilidad signiiicativaQente aayor en el semen 'fresco que 

fH1 el semen descongelado, independiente11ente de si había 

sid() er1vasado er1 11acrotubo o pajilla (P < O.OJJ. No hubo 

di"ferencia entre 11acrotubo y pajilla C<Jn respecto Ja 

aoti J idad postde:scorigelado. En cuanto al estudio de la 

motilidad relación con la conceritracit\n (Cuadro H• 2) 

se encontró aeJor porcentaje de motilidad en aquellos 

espermatozoides envasados conc1u1trc;ci1.n1es de eoo 

111i11 /al que er1 Jos envasados a crrncerd rae icmes de J 00 

•illlal, independienteMente del tipo de envase (p < 0.01). 

CUADRO H 1 J. Variación de Ja motilidad en 'fu1'1ción de Ja 
presentacUin. 

P~ESEHTACIOH 

FRESCO 

HACllOTUBO 

PA.JILLA 

l/OTILIDAD 
(Z:;e.e.) 

80.62 t 2.20 raJ 

JS.Jt t J.81 (b! 

39.69 ,:: s.JJ <t>! 

Literal es de columna di"feren tes var far, estad! st i ca11tente 
!P < O.Ot! 

El de 

presentación se 

·e~va~á;~-~~;· 'y: f,-O'r_ · ""ú/ v·isto, hiJY uniforai·dad en este 

igual 
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'fu11c:Um de :Ja concentración· utilizada fCuadrt> N• 4J,.. 

CU~DRO fl• "2. ViA'ii.·_aé.ifJt~··de, la mátiljdad ptJStdescongela.ció,., 
~,., función, de. la -concentración esperaaticCJ. 

PRE:SE:NTACIOi{ , COÍICEHTRACIOH HOTILIDAD 
f % ! e.e,.J 

---~--~--------~--~~----~--------~-----------------------
c100, >ailJ/•1 29.16 ! t .613 

C:eoo-.n ua1 41.45 ! 2.69 

100 •il ll•l 25.Bli ! J.90 
PAJILLA ( 

800 .n Uml 53.52 ~ ~.75 

Lite"rales··de. c"Junna di1'erentes varlan estad1sticame1lte 
(P < o.oo 

CUADRO 1'1 1 J. Vaf ii•.:.ióf"I del potcerita}e de e$perttatozoid11s 
J1onaales en f"u.r,.:ión de la presentación del envase. 

PRE:SE:NTACIOH 

F'RE:SCO 

/1ACROTUGO 

PAJILLA 

rp > 0.051 

l/ORHAUS 
( % :!: e~e-.) 

87.00 ! 4.40 

87.39 ! 2.37 

86.86 ! 2.50 

Ho hubo diferencias entte presentaciones cor. resp-1-Cto 

~l daño acrosoaal (Cuadro H' SJ, no a$l en ~uric:ión de la 

cJiferer1cia sigrdticativi.1. 111er1or en el p~o11edú:1 de daño 

acrasomsl en la cuncentracion de 100 ailJl~J que e~ la 

<:oricentración de 800 mill/ml (p < 0.01)# 

fo) 

(b) 

<•J 
(b) 



CUADRO- H• 4;- Variación del porcentaje de esper•atozoides 
normales en .fünci6~ de l~ concentración esper~~tica 

---------------------------------------------------------
PR<"SENT ACI ON CONCENTRACION HORl1ALES 

<Z. ! e .e. J 

100 11; I llol BB.55 t 1.94 
11ACROTUBO " .. ' 

8.0o ,.,- Ulml 86.17 t A.34 

100 r>illlol 86.;5 t.· 3 •. 07. 
PAJILLA \"• _·.· ;, 

800 .;¡ 11111 86.78 t 3.93 
~----------------------------------------~-:'---:----~.:.;,...;. __ . __ 
<P > o.os> 

CUADRO H• 5- Variación en el porcentaje·de·daKo ac~usoDal 
er! funcibn de Ja presentación-

PRESENTACION 

FRESCO 

HACIWTUBO 

PAJILLA 

(p > O.OSJ 

DAFIO ACROSOl1AC 
<X. '!, e .. e .. J 

4.16 t 0.92 

3.27 t. 0.27 

3.52 t. 0.31 

t:l estudio de los dañ<Js en la parte aedia del 

espermatozoide en funcibn de la presentación <Cuadro H• 7J 

reflejó una diferencia estadística entre el estudio en 

fresco y los envases <P <O.OJJ, por el contrario no se 

apreci~ nin9dn cambio cuando se evaluó el darlo en parte 

~edia en función de Ja concentración <Cuadro N• SJ. 

El an~lisis de colas partidas o rotas precisó que tanto 

el efecto de la presentación como de la conceotracido no 

influyerori para o/:ltener variación en el prmoedio de este 

da1'"io <Cuadros 9 y 1óJ .. 
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CUADRO ff• ó. Variación del potcentaje del daño acrosmul 
en función de'la concentración esper~~tica. 

PRESf:HTACION CONCENTRACIOW DAflO ACR050HAL 
(7. t; e.e. J 

100 millh1l 2.62 ! o.2s <al 
NACIWTUUO _{ 

900 oÚllml 3.95 ! 0.46 (b) 

100 •illl•l 3.03 ! 0.34 <al 
PAJILLA 

_ eoo ,o JI Ilal .- 4.00 ! o.si (b) 

Literales de columna -dJ·fifrente's var'lan estadlsticamente 
!P C 0.011 - -

CUADRO N• 7. Variación-del p<)Ycenta)e de da;fos en parte 
media del -espermatozoide en __ funciOn-_de Ja presentación. 

PRE:SE:NTAC!ON DAf/O PARTE: Hf:DIA 
<Z t. e.e.) 

FRf:SCO 

11ACROTUBO 

PAJILLA 

2.75 ! 0.50 (al 

1.26 :!: 0.14 (b) 

1.01 :!: 0.19 (b) 

Literales de colunna diferentes varían estadisticauente 
<P < 0.011 

CUADRO H• 8. Variacióri del porcentaje de daños en parte 
media del espermatozoid~ en función de la concentración 
esperm;at ice. 

PRESf:HTACION CONCENTllACION 

100 ailllml 
HACROTUOO 

ªºº ailllml 

· ·100 mi I I/ol 
PA,1 ILLA 

aoo mil I/ml 

<P ). 0.05! 

2'5. 

DAiio PARTf: llf:DIA 
(7. ! e .. e.J 

1.22 ! 0.22 

1.30 ! o.n 

0.98 :!: 0.15 

1.15 ! 0.15 



CUADRO N• 9,, Vari'a.c_iÓn del porce~taJe de colas p~rtidas 

:~-~~~=~~~-~:_:~,~~~~~~~:::~~~=----------------------------
PRESEHTACÍOIÍ . COLAS PARTIDAS 

<:t· "!.. e.e.J 
-------------~~.:..~-~~--~-~.:..~------------------------------;:·,, Fli'E:sco; .' .. , . i. 75 = o. 37 

--~---~l_l~i~~~~f :~?L_~::_n~j~{~-~-;~;;~-~~--------
. <P.) o;:osJ~]C~;:{;il.J . :,:: ''z'.'. ;~:" :¡J x~~ . 

- . • L· '. '/}? .t~~~~~ j;~(f~;~~é~}.$il~~~ .. : ~1~~.: .,, 
• ·i°- :.:" .;¿~·-· --~~~~~.- }~±-{-~-i~i?~'._;_l;~~~:,.·_ ~-L,·~-

. cu~·vRO-;-H~~ u:/~·'.::lái .i:·a~-!~~':.:de'í.r-,"Jr·c~e~t·aie ';¡~--:~·"l ~s Partidas 
en Tu.ncUm -de. 18 Coocentr"acióri espermlltica. 
----------..:.-.:..:..~.;:._;;...;-_______ ~ ___ .:.;. _________________________ _ 

PRESÉ:HTACIOH COHCE:HTRACiOH; 

,- - . . . - -

COLAS PARTIDAS 
<Z t, e.e.J 

---------------------------------------------------------
·100 ailllml 2.70 ! 0.27 

HACROTUBO 
800 •illl•I 2.59 ! 0.53 

100 riilllml 3.06 ! 0.31 
PAJILLA 

800 •i l ll•l 2.JJ ! 0.37 

(p ) 0.05) 

En cuarito al estudit> de las colas dt>bladas se obtuvo 

u.na diferericia estadlstica <P < 0.01J al encontrar mayor 

promedio de cola5 doo1ada$ díi las pajillas que en los 

macrotubos y en 'fresco (Cuadr'<J N• 11)~ Er1 el cuadro H* 12 

$e puede ver que la concentración nt> in~Juye para que se 

presenten variaciories en el proaedio de colas dobladas. 

Todos lo~ ca5os encontrados sir1 cola y que fueron 

estudiad<JS er1 fur1ción de la pre5entación (Cuadro H' 13) 

mostraron que eri lo$ aacrotubos existe u.n •ayor proaedio 

de c~lulas sin cola que eri las pajillas <P < 0.01). La 

corn:eritración espermática n<.1 incidió en este tipo de daFíü 
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celular tCuadro H~:J~J._ 

PRESEHTACIÓ/{ 

fRcsco · ... "',- '· 

HAcÍi~rnao 
PAJILLA 

COLAS DOBLADAS 
<Z ! e.·e .. J 

2.29 :!; 0.52 (b) 

2.61 :!; 0.20 lb) 

4.09 :!; 0;37 la) 

Literale's de coluiana diferentes v~árliin ~~~adJst_icaaente 
IP < O.OlJ 

CUADRO N~ 12. Variación .~el "por¿entaJe de. colas dobladas 
e~ funciOn de la concentración esperaética .. 

PRéSENTACIOH COHCéHTRACIOH COLAS DOBLADAS 
<?. ±e.e.) 

100 oiII/111 2.56 ! 0.23 
HACROTUBO 

eoo 11illlal 2.ó6 ! 0.33 

100 ailll•l 4.21 :!; o.s2 
PAJILLA 

800 11iIÚ111l 3.98 :!; 0.54 

IP > 0.05J 

CUADRO H• 13. Variación del porcentaje de 
espermatozoides s.ir1 cola en .'función de -ia presentación. 

PRé.SéHT ACI OH 

fRéSCO 

HACROTUBO 

PAJILLA 

Sill COLA 
<%·.-±-é· .. e.i 

2.04 !. 0.41 

2.80 :!; 0.27 laJ 

1.74 :!; 0.19 lb) 

Literales de columna diferentes vsrlan estad1sticaaents 
<P < O.OlJ 

27 



CUADRO tP 14. Var i ac i ó~ del por e en ta) e de esper•atozoi des 
sin cola en función .de la concentración esperai1tica. 

PRE:SE:NTACIOH COHCE:HTRACION 

100 ai 1 ll•l 
HACRDTUBD 

800 rti 11 lal 

100 Dill/al 
PAJILLA 

ªºº raíl l liAl 

IP > D.05) 

20 

SIN COLA 
(% ! e.e.) 

2.31 t. 0.21 

3.30t;0.47 

l. 75 t. 0.23 

1. 73. t Oi31 



l.._ IHSCUS10H 

Er1 el cuadro N' 1 se pYesentan los resultados 

abteriidos de la aotilidad de$pu4s de la descongelación .. 

Eri esta se puede visualizar el efecto detri•ental que 

eJe.rce en gEtr;eral la ccmgelación sobre las c1Hulas 

e.Sper:iut{cas • . -fr1 el caso de los macrotubos la reducción 

de ·la •otilidad fue del 56 % en relación al se11er1 fresco, 

Iil cual dista del 41 r.. de reducción que preserttaron 

Kloppe y_ coL(24JJ sin eabar90, la aotilidad inicial 

pro•edio que determinaron ellos fue de 58 Z Ja 

aotilidad final fue de 34 % en caabio, en este 

eNperimento se determinó la aotilidad_in~cial ~n 80.62 Z 

y Ja final en 35 .. 31 Z. • ~oao se ve, la motilidad final es 

seae}ant~ a la d_e_J p~~sen~e esfud.io , .Jo que var1a es el 

valor (n./c,,-a'f..de,·,'la ftótiiidai~el, cual define un criterio 

muy· · e~:i:~~f~·t~, '.en· ... ·;~,~'~·'· .~:j~~~·~·~i,~n subjetiva de dicha 

·11~t.~.l~~i~/.~'.~'~g~ -qu·e .. ·fu:e:~-~precia~~ a lo largo del estudio 

d~ ·:ta·; ii·t~,"at.Ura.- -<s,~'2,62), pero que rio es cmapartid" por 

JOS · aufores··,de eSte 'trabajo por corrsiderar que se est.i 

'flle~ospreciando una porción de espermatozoides mótiles que 

·"'-- ser-~tt ót'iles p_ara <>btener una maym cantid;id rle dosis por 

ey.aCul iido. 

En las pajillas la situaciórr es parecida, en el sentido 

de que la reducción fue de 50 r.. , resultando en una 

motilidad· 1·inal de 39 'l. ~iettdo 4sta siailar las 

otros investigadores (6,7,18,24, 

48,s9;6oJ, ·1as cuales flu~tuaron entre 29 Z y 5S %. 
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A11bo$' - resultados criterio auy 

ger1eral'fzado de - q-~~ p-~--, ··ar,rib~,-~el ·:30 -,z de 11otj 1 idad 

postdesc'onge'Iación es :un buen indicador de fertilidad 

elevada <2f;s~,~OJ.1 · aunque hay quier1es opinan que debe 

ser de 35-Z la.•lniaa cantidad •ótil capaz de obtener 

ran9os de fertjJjdad aceptables <ó,56J .. 

Se puede úderir que el efecto de la presentación no 

influy~ para que la motilidad variara (JJ, aunque co•o era de 

espera_~se, la cor19elación produce un deterjoro que se 

aani~iesta en una reducción considerable en la •otilidad 

final, coaparada con Ja inicial 

56,57) .. 

(6,9,25,21,44,48,50 

~n cuanto al efecto que ejerció la concen'traciór1 

sobre la aotilidad postdesconqelado se puede decir que 

'fue deterrainante; Aquellas pajillas y •acrotubos que 

fueron llenados con seaen a concentración de 800 aill/Dl 

tuvieron •e)or re$puesta de motilidad que aquellos 

envases cuya concentración espermática fue de 100 

milllml, coincidiendo con el trabajo de Aukeraa (3) 1 que 

aunque como se dilo anteriormente utilizó otras 

concentraciones el resultado fue similar1 40 .. 71 % de 

Motilidad pare 750 milllml vs. 21.75 % con 50 •ill/ol .. 

En lo~ cuadras J y 4 se ~uescra clara~ente que el 

porcentaje de esper~atozoides normales no varlo ente el 

manejo de la congelación - desc<1n9elación a la que fue 

soDetido. Seqón la •society ~~r Theriogenology• <22) el 

porcentaje de e:1perr1atozoides normales es el punto •:S.s 

importante al estudiar la aorfoloqla esperm~tica y es 
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acepta~le para se11en·fresco un promedio de normalidades 

m!niao de 50 X (52,59~~0,62) 1 y especlficamente este 
: - ·.'· 

trabajo con_ ur; por;Ceiit'a)e ·'de espermatozoides normales 
"•" ,, " 

de 87 r. es perfecta111ente compatible 

cor1 aquel los qÜ¡. ~·r. . .:·aritraron valores col11prendidos erJtre 

SS y principal 

factores 

:--· .--_·:··' .·.---·-,.;-: .. :/ 
TÚ1a! ·a·c_.ei",V_a·sar.-;~-u~,a· d<>sis efectiva para Ja inseminación 

artificial. -de'i;e_ ter,er un a!núno de 200 millones de 

e-speriaatoZOi"deS con motilidad progresiva antes de la 

inserainacit.m t35,S6,5:~). Es importante aclarar que al 

porce~taje de esperaatozoides normales $e pueden afiadir 

aquellos que tienen una gota citoplasm~tica distal ya que 

se ha coriprobado que además de ser un fer1ómeno normal la 

falta de de~prendimiento de Ja ~ata a ese nivel no altera 

Ja función de dicha cdlula (!). 

En est~ experimer1to el daño acrosoaal es tuvo 

influenciadc.1 dirPctamente por Ja concentración 

preseT1tando una diferencia signi~icativa de mayor grado 

de daño para los enva_.:es con c{)ncentracitJfl de 800 11ill/ml 

que en los de 100 aill/ml. Esto es debido posible~ente 

una redt1cción del espacio vital y de la obtención de 

nutrientes convertibles en ATP intracelular, lo cual 

con.:uer da con el traba} o de Aukema ( l) eri al que $E' 

de11ue.ttra una cor1centraci6n aa1or de ATP intr3celular en 

el sem~n diluido a 50 x 106 espermatozaideslml, que en el 

semen a 250 x 106 espermatozoideslml. Otra explicación 
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para esta situación es que el proceso de congelación 

descongelaci(.)~ haya ~rov<Jcado una reacción acrt>So•al 

pre~atura con la consecuente Jiberac:On de acrosina y 

rUptura de·la$ merabraT1as acrosoaales interna y externa 

maT1ifest~ndose esto, "fin di} cuerdas como un daño 

acrosomal en el rnicroscopio. Sin e~bargo 1 el porcentaje 

Ae da~o acrosomal de las presentaciones postdescongeladas 

que 'fue de 3.27 para el aacrotubo y 3.52 para la pajilla 

no se diferer1cian de las reportadas por Von Frey (12) 

quier1 ericontro anormalidades acrosomales del orden de 

3.62 y 2.72 cuando trabajó con 11acrotubos desconqelados 

con el •~todo utilizado por este estudio. No deben pasar 

'!esapercibidos dos trabajos publicados por Volk11ann y 

col. (59 1 60) en los cuales aparecen reportados da~os 

acrosomales en el ran90 de 46 a 53 i! valores que se 

arito)ar1 rnuy alt,•s toaando en cueT1ta que aun 'faltar!a por 

der"inir lo$ dañas en parte •edia y cola, pero a su -favor 

hay que mencionar el uso de una triple tinción especial 

para- ver a..:ros:oma, Sper11ac, la cual no fue utilizada en 

este experi~ento por considerar que el microscopio de 

coT1 traste de "fases cnr1 el uso de la soluc itm de Hanckok 

modit'icada (22) tieT1e Ja resolución necesaria para tal 

r·in. Volk11ar1n no precisa su metodo de apreciar el 

acrosoma exc l us i vaaer1 te por lo tanto de •anera 

especulativa se podr!a pensar que estos resultados 

corresponden a un daRo total del espermatozoide lo cual 

sJ se relaciona con el uso de una tinción tan reveladora 

coao es la Spermac. En el cuadro N' 7 se puede notar 
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que efecti11a111er,te durat'lte el proceso de congelación se 

presentan canbios estructurales. Hubo una reducción 

si9nit"icativa de los daf:íos er1 parte •edia del seaen 

-fresco al desconge 1ado 1 indeper1d f er1 terten te de su 

presentación, lo cual no parece lógico, lltf"TIOS que 

dichos cambios se tran$for•en en otros daftos, cm1w pueden 

ser cabezas sueltas, colas partidas etc. El efecto de la 

concentración no influyó para encontrar cambios en las 

daños en par te me di a. 

fl incre~ento de colas partidas o rotas después de 

la descongeJacibn parece normal er1contrarlo debidtJ al 

incesante manejo a que se somete al semen, sobretodo 

durante la ceritrifugación y que cmw 'fue dicho antes 

produce una 11terma de un 10 Z en la calidad 

espera~tica. Esto mismo sucedió con la presentación de 

colas dobladas, aunque es de hacer notar ese auaento 

significativo encontrado en las pajillas el cual se 

manifestó m~s cuando la concentración 'fue aenor. Al 

estudiar lo$ esper11atozoides sin cola la situacióri 'fue al 

coritrario, en los macrotubos se precisó un auAento 

si9riificativo en el porcentaje de células sin cola con 

re$pecto a las pajillas. 

Todo lo anterior hace reflexionar acerca de la poca 

diferencia que se puede defi~ir entre un enva$e otro, 

en este caso del macrotuba de 4 ml y la pajilla de 0~5 

ml, para con los daffos que se produce~ en el proceso de 

congelación - dascongelacion, sin embarga existen algunas 

consideraciones que no deber1 pasar por alto cuando se 
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analizan los dos métodos: 

tJ la pajilla entra en un proceso de congelamiento a~s 

r:Jpid" que el iaaCr()tubo y esto tiene un eiecto menos 

deteriorar.te en Ja calidad del se~en <2,ttJ. 

2) Con Ja pajilla se pueden cometer errores de 

descongelación por utilizar altas temperaturas 

tie,,,pos tan cortos, en ese sentido el 111acrotubo reduce 

Jos riesgos potenciales durante este evento <6,32,J3J. 

JJ fl porcentaje de daR~ acroso~al postde$COngelación es 

un par~aetro poco relevante en comparación con tJtfdS 

ever1tos que •ermari mucho 11.as la cantidad 'final de 

espermatozoides viables, por lo tanto no debe ser tornado 

en cuenta para determinar Ja utilización de algdn enva$e 

para crinconservación. 
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~ COHCLUSIOHES 

En virtud de que el ·c<Jngelaraiento de se•en de 

equino produce una reducción en la 111otilidad 'final se 

hace necesaria una selección del se111ental para evaluar la 

congelabilidad de su seRen ya que existe una aarc~da 

diferencia entre ellos para tal e~ecto. Esta selectividad 

se debe basar en Jos siguientes parametros: 

Hotilidad inicial ~lniaa: 
Espur111atozoides anormales máximo: 
Anormalidad acrosomal D~xima1 
Concentr~~i~n ~Fper~éticD :ini~a: 

60 % 
30 7. 
10 'l. 

200 aiIJ/mJ 

El envase criopreservador no es lo iaportante a 

considerar, sino Ja concentración a la que se pretende 

er1vasar el se1"en; J1ientras mas concentrada est~ la 

solución la respuesta en 111otilidad postdescongelación 

s~ra 'f!lejor, y en este ser,tid<) Ja. pajilla cunple el 

objetivo de obte~er una conce~tración esperm~tica alta 

cor1 muy poco volu11eri resultando er1 una 11ayor cantidad de 

dosis. Por dltimo es importante considerar el criterio de 

~anejo, el cual se inclina a favor del uso del macrotubo 

tardo por Jos ries9()s antes mencionados co110 por Ja 

~acilidad de almacenamiento y registro1 
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