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RESUMEN. 

Con el objeto de evaluar la técnica de filtración de semen utilizando 
columnas de Sephadex, se determinó la motilidad, concentración, morfología e 
integridad acrosomal de los espermatozoides filtrados y la eficacia de la tinción 
acrosomal propuesta por Kovács y Foote (1992). 

Se recolectaron 16 muestras de semen de un carnero adulto, por medio de 
vagina artificial. El semen fué diluído 1 :4 {semen: diluente) en el diluente Tris
glucosa-yema de huevo. Las muestras se trabajaron por duplicado. La filtración 
se realizó en colwnnas de 2cm de altura conteniendo cada una de ellas 0.5g de 
Sephadex. De cada filtro se recolectaron 3 fracciones filtradas {1,2 y 3) y una 
muestra de Jos espermatozoides que quedaron retenidos en las columnas. Los 
datos se analizaron por medio de análisis de varianza. Se utilizaron como cova
riables los valores ilel semen fresco y la prueba de Tukey para diferencia de 
medias. Los datos expresados en porcentaje se transformaron al arcoseno. 

La motilidad 11r9_gresiva se incrementó como resultado de la filtración del 
semen, 78.4% y 71 .8%-en las fracciones l. y 2, en comparación al semen fresco 
que presentó 57.9% {P<0.01). 

La concentración de espermatozoides recuperados después de la filtración 
fué de 3 481 millones de espermatozoides por milllitro1 correspondiente al 62.2% 
del valor inicial del semen fresco que fué de 5 594 milmnes. 

En relación a la morfología espennática, el porcentaje de espermatozoides 
normales aumentó con la filtración~ presentando fa fraccii'.in 1, 74.8% de éstas 
células en comparación al semen rresco que registró 63.2%. En cuanto a las 
anormalidades espermáticas, se registraron valores muy altos, ya que el semen 
fresco presentó 37.I %, correspondiendo el 8.1 % a primarias, y el 29% a 
secundarias. Estos valores disminuyeron con la filtración del semen, pero sólo en 
la fracción 1 que presentó el 25.1 % de anormalidades, 5.5% de primarias y 
19.6% de secundarias {P<0.05). 

En la relación morfología-integridad acrosomal, se encontró que la frac
ción 1, presentó el valor más elevado de espermatozoides normales y anormales 
con acrosoma intacto (73.6%), muy pocos espermatozoides sin acrosoma 
(1.9%). La fracción 2 se caracterizó por poseer pocos espermatozoides con 
acrosoma intacto (25.5%), tener un elevado porcentaje de acrosomas dañados 
(40.6%) y poseer el valor más alto de espermatozoides sin acrosoma (23.2%). La 
fracción 3 presentó la cifra más alta de espermatozoides sin acrosoma ni anillo 
postacrosomal, 56.9%, al mismo ·tiempo presentó el porcentaje más bajo de 
acrosomas intactos 2.1 % y, también tuvo un porcentaje elevado de células sin 
acrosoma, 22 .3 % . La fracción retenida presento 11 % de espermatozoides norma
les y 16.9% de acrosomas intactos, además de_poseer el valor más alto de esper
matozoides con acrosoma dañado, 46.4% (P<U.05). 

La filtración a través de columnas de Sephadex posee una elevada selecti
vidad para retener .espermatozoides dañados y permite el paso de la mayor parte 
de los espemiatozo1des intactos. 
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l. INTRODUCCION 

En México, la población ovina se ha mantenido estática durante los últimos 

40 años, oscilando entre los 4 y 5 millones de cabezas, las cuales son explotadas 

en su mayoría por productores campesinos con bajos recursos económicos o por 

gente dedicada a otras actividades, lo cual hace que su demanda sea sólo de tipo 

local. Por otra pane, alrededor del 953 de la población ovina está fonnada por 

ganado criollo y el otro 5 % restante son animales de razas puras como Ramboui

llet, Hampshire, Suffolk, Corriedale y Pelibuey entre otros (De Lucas, 1984). 

Al igual que en otros países en vías de desarrollo, en México la especie 

ovina desempeña un papel importante como proveedora de alimentos, sin embar

go se Je ha dado poca importancia, no obstante el ser una especie productiva en 

algunas zonas que se caracterizan por su pobreza (Gutiérrez, 1992). 

La rentabilidad de una empresa ovina está determinada por varios factores 

importantes, uno de ellos es el número de crías nacidas por oveja y por año y, no 

resulta raro observar fertilidades anuales menores al 50 % , aunadas a pesos 

corporales bajos. Esto se podría incrementar de dos maneras básicas: primero, 

aumentando Ja cantidad de crías que nacen por pano y en segundo Jugar, acor

tando el intervalo entre partos, incrementando de esta manera la cantidad de 

corderos producidos anualmente en el rebaño. Además de los beneficios inheren

tes a Ja venta de mas corderos, se tendrían evidentes avances de tipo biológico, 

tales como más rápido crecimiento del rebaño y mayor presión de selección para 

el mejoramiento genético del mismo (Treja, 1986). 

Para lograr un mejoramiento genético es necesario un balan~e: 'ent~e la 

selección y la eficiencia reproductiva. La utilización de sementales genéticamente 

mejorados es una alternativa para incrementar cualitativa y cuantitativainent~ los 
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productos ovinos. Uno de los caminos más adecuados para la utilización de estos 

sementales es el uso de la inseminación artificial (ibllejo y col .. 1990). 

Inseminación artificial. 

La inseminación artificial es el método reproductivo en el que se obtiene 

el semen del macho para introducirlo posteriormente en el aparato reproductor de 

la hembra por medio de instrumentos especiales, no existiendo contacto directo 

entre el macho y la hembra (Evans y Maxwell, 1990). 

Actualmente en México, la inseminación artificial en ovejas es poco utili

zada en comparación a otras especies como los bovinos, ésto puede deberse al 

desconocimiento de la técnica. Sin embargo, su empleo ofrece importantes venta

jas en relación al empadre natural como la aceleración del mejoramiento genético 

del rebaño, ya que los machos genéticamente superiores pueden emplearse más 

ampliamente en cuanto a número de servicios posibles, mejor control reproduc

tivo y sanitario y además permite un mejor establecimiento de medidas de manejo 

(Cuadra y col., 1990; Busramante y col., 1990). 

Existe la posibilidad de utilizar el semen en estado fresco o congelado. La 

inseminación con semen fresco, vía pericervical, es la más efectiva en el aspecto 

económico, debido a las elevadas tasas de concepción obtenidas que van del 60 

a 953. El empleo de semen fresco presenta inconvenientes como el corto tiempo 

de viabilidad de los espermatozoides, por ello su empleo se limita a lugares 

cercanos al sitio de recolección (Bustamante y col.1990). 

Para romper con estas limitantes, se ha recurrido a la congelación del 

semen, siendo posible mantener a los espermatozoides en buenas condiciones 

durante varios años. La conservación del semen a corto y largo plazo es funda

mental para el óptimo aprovechamiento del potencial reproductivo de los semen-
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iales seleccionados. Otras ventajas de la congelación del semen son su fácil 

transportación, aún a lugares lejanos del sitio donde se recolectó, posibilidades de 

acelerar el mejoramiento genético del rebaño y obtener una más rápida multipli

cación de razas nuevas(Evans, 1988; Jhe/tobrucll, 1979, citado por Medrana, 

1993). 

El semen, después de recolectado, se puede congelar y almacenar durante 

la estación reproductiva, cuando éste se produce con mayor concentración y 

calidad y, puede ser aplicado en cualquier época del año y área geográfica 

(Pérez, 1984: Bustama/lle y col., 1990). 

Sin embargo, la conservación del semen ovino ha tenido dificultades 

porque presenta bajos porcentajes de motilidad después de congelado, que se 

reflejan en bajos índices de fertilidad. En la mayoría de los casos la fertilidad 

obtenida va de un 25 % a un 45 % , aunque en condiciones experimentales se ha 

logrado pasar del 55% (Gutiérrez y col .. 1990; Evans y Maxwell, 1990). 

La baja fertilidad obtenida con el empleo de semen congelado, después de 

la inseminación cervical, está asociada a una reducida viabilidad de los esperma

tozoides descongelados, por lo cual no logra establecerse una población suficiente 

de ellos en el cérvix, además existen fallas en el transporte espermático a través 

del cérvix y útero hacia el oviducto (tuba uterina). Al final, muy pocos esperma

tozoides viables y sin daños alcanzan el sitio de fertilización y, como resultado, 

la fertilidad del rebaño se ve deprimida (Evans y Maxwell, 1990). 

Recientemente, se ha desarrollado la técnica de inseminación intrauterina 

por medio de laparoscopfa. De esta manera, es superada la barrera delcérvix, ya 

que el semen se deposita directamente en los cuernos ut~ii~~s •. y Ías. tasas de 

concepción son comparables a la obtenidas con monta naturaT~:o:t;a~ "rormas de 
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inseminación con semen fresco diluído o sin diluir. La fertilidad obtenida con 

esta técnica es de 50 a 80% (Evans, 1988; Evans y Maxwell, 1990). Aunque esta 

técnica es de uso rutinario en algunos países como Australia y Nueva Zelanda, y 

técnicamente puede ser posible su empleo en México, no resulta una opción, 

sobre todo económica, para la mayoría de criadores (Evans, 1988). 

Por otro lado, una de las principales razones por las que no se ha logra

do mejorar la fertilidad del semen descongelado, se atribuye al pobre desarrollo 

de diluentes capaces de conservar la motilidad y viabilidad de los espermatozoi

des, por lo cual la investigación debe dirigirse a encontrar mejores diluentes y 

crioprotectores que logren preservar la motilidad, morfología y viabilidad de los 

espermatozoides, así como de pruebas de calidad del serr:en que muestren corre

lación con la fertilidad y que indiquen su capacidad de soportar el proceso de 

congelación-descongelación (Evans, 1988; Medrana, 1993). 

Producción y evaluación del semen. 

La fertilidad del macho está intrínsecamente ligada a la calidad del semen. 

La composición de éste varía según las especies, entre los individuos de una 

misma especie e incluso entre los eyaculados del mismo ·individuo (Derivau.x, 

1976; Evans y Maxwell, 1990; McDonald, 1991). 

En la oveja, como en otras especies, la fertilidad dep~n~e entie otf,as 

cosas, del número y calidad de los espermatozoides depositádos en er tr~cto 
genital femenino. Por lo que la capacidad de producción espenriática y la' ~alld~d : 
del semen deben ser considerados cuando se evalúa a los reproductores.'.ya q~e 
es necesario un gran número de espermatozoides de buena calidad para un ade>: · 

cuado apareamiento (Gutiérrez, 1992). 

En los machos, la producción de semen constituye la premisa . fu~daÍriental 
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para la reproducción, los espermatozoides se forman en los túbulos seminíferos 

de los testículos por una serie de divisiones celulares (espennatocitogénesis), 

seguidas por una metarnorfósis (espermiogénesis), que produce una célula alta

mente diferenciada y potencialmente móvil: el espermatozoide. El espermatozoi

de es una célula altamente especializada, que ha evolucionado para ejecutar como 

función única la fecundación del ovocito (McDonald, 1991). 

El semen está formado por dos constituyentes principales: el plasma 

seminal y los espermatozoides. El plasma seminal es una mezcla de líquidos 

secretados por las glándulas vesiculares, los epidídimos, duetos deferentes y otras 

glándulas sexuales accesorias; tiene tres funciones principales: a) actúa como 

vehículo para los espermatozoides, b) sirve de activador de la motilidad para los 

espermatozoides, los cuales previamente no son mótiles y, c) proporciona un 

medio rico en nutrientes, tamponado, que colabora para mantener la superviven

cia de los espermatozoides después de depositarse éstos en el aparato reproductor 

de la hembra (Evans y Maxwell, 1990). 

El semen ha sido intensamente estudiado desde la introducción y desarrollo 

de la inseminación artificial. Se evalúa para determinar la utilidad del macho o la 

de un eyaculado en particular. Antiguamente, la infertilidad era prácticamente la 

única razón para evaluar la capacidad reproductora del macho; actualmente, el 

examen de sementales con respecto a su capacidad sexual es parte importante de 

la medicina veterinaria preventiva (Sorensen, 1982; Z.emjanis, 1985). 

Innumerables sistemas han sido utilizados para evaluar el semen y todos 

ellos han tenido un objetivo común: descubrir métodos capaces de determinar y 

pronosticar la fertilidad del macho (Sorensen, 1982; Z.emjanis, /985; Samper. 

1992). 



La mayoría de las pruebas empleadas para la evaluación del semen están 

pobremente correlacionadas con la fertilidad del espermatozoide; por lo que 

actualmente, no existe alguna prueba o característica seminal que por si sola 

pueda servir para precisar la fertilidad del macho (Eva11s y Maxwell, 1990; 

Samper, 1992). 

Generalidades y evaluación del acrosoma. 

La espermatogénesis, es el proceso de división y diferenciación celular que 

conduce a la formación de los espermatozoides, comprende dos fases: 1) la 

espennatocitogénesis, que abarca una serie de divisiones mitóticas a partir de 

células germinales primordiales, seguidas de divisiones meióticas que dan como 

resultado el estado haploide del espermatozoide y 2) la espermiogénesis, que 

involucra cambios morfológicos que dan como resultado la forma característica 

del espermatozoide, la formación del acrosoma y la migración de las mitocon

drias alrededor de la pieza media y en el origen del flagelo. Durante esta fase se 

desarrollan tanto los espennatozoides normales como los anormales. La esper

miogénesis principia en los túbulos seminíferos y se completa en el epidídimo 

(Hafez, 1987; McD011a/d, 1991). 

La formación del sistema acrosomal empieza con la aparición de dos o tres 

gránulos postacrosomales dentro del aparato reticular interno (complejo de 

Golgi), en el citoplasma de las espermátides, éstos forman un solo gránulo acro

sornal, contenido en una vesícula. acrosomal, el cual se mueve hacia la parte 

anterior de la membrana nuclear. La vesícula aplastada sobre el. núcleo forma el 

capuchón cefálico, el cual sufre modificaciones que dan lugar al acrosoma. La 

combinación del acrosoma y _del capuchón cefálico forman el sistema acrosomal 

(Ramos, 1986; Hafez, 1987), (figura J). 
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Fig. 1 Formación de un espermatozoide. Obsérvese las Inclusiones 
celulares responsables. l. EsP.ermatogouia. 2. Esp~ermatocito primario. 3. 
Espermatocito primario, profase temprana. 4. Espermatocito l!rimario, 
anafase temprana. 5. E,~permátide joven. 6-8. Espermátides. 9-11. Espermá
tides tardíos. 12 v 13. Kspermatozoides inmaduros. 14. Espermatozoide. m. 
mitocondrias. ma·. manchete. cg. complejo de golgi. rcg. remanente de golgi. 
ca. cuerpo accesorio. cr. cromosomas. cd. cen1ríolo distal. cp. cenfríólo 
proximar. ac. anillo centríolo. fa. filamento axial. pa. proacrosoma. an. 
anillo nuclear o postacrosomal. vm. vaina mitocondrial. gp. gota prnto]llás
mica. cpn. capuchón o región postacrosomal (Adaptado de McDonald, 1991). 



El acrosoma consiste en una matriz de un material homogéneo dentro de 

un sistema de membranas, compuesto de dos partes desiguales: el segmen!O 

anterior y el segmento ecuatorial. El segmento anterior es la porción principal 

que rodea como una funda marginal a la cabeza del espermawzoide. El segmento 

ecuatorial es una depresión semilunar con una dimensión de una q~inta parte del 

acrosoma entero en el carnero (Hafez, 1987; Cross y Meize/, 1989). 

La región posacrosomal muestra una compleja morfología que exhibe 

depresiones dentadas y estriaciones. La matriz acrosomal contiene enzimas hidro

líticas tales como: acrosina, hialuronidasas, enzima penetradora de la corona y 

varias hidrolasas ácidas. El acrosoma y su contenido estan involucrados en la 

penetración del espermatozoide a través de la corona radiada y la zona pelúcida 

del óvulo (Ramos, 1986). 

El porcentaje de espermatozoides con morfología normal del acrosoma es 

comúnmente usado como un método de evaluación del semen en muchas especies 

(Pintado y Pérez, 1992). 

Las anomalías del acrosoma son clasificadas como anormalidades ¡irimarias 

del espermatozoide y. se ha demostrado que está asociado con baja fertilidad o 
esterilidad completa f"i'lls y Awa, 1970). 

Se conoce que algunas anormalidades del acrosoma pueden. s~r h~reditllrias 
y algunos estudios han mostrado que el medio puede causar cambios desrruciivos 

e irreversibles en el acrosoma. También se ha señalado, que entr~ Ia~ · ~o¿ibles 
causas de los pobres resultados de fertilidad logrados con semen 'de camero 

congelado-descongelado, está el daño acrosomal de los espermat~zoides por el 

proceso de congelación-descongelación, ocasionado por la falta de protección al 

cambio térmico (Ra11gel, 1985). 
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El acrosoma se lesiona en forma gradual y comienza con un ensanchamien

to de la porción anterior que luego se deteriora y desprende. Otra de las causas 

de daño acrosomal en espermatozoides de carnero es el almacenamiento por largo 

tiempo o, cuando la muestra recibe un choque frío, produciéndose una ruptura 

del mismo. Si bien la yema de huevo es benéfica durante el enfriamiento y la 

congelación, la presencia del glicerol en el diluente produce un incremento en la 

supervivencia del espermatozoide; ya que reduce al mínimo el daño electrolítico a 

medida que se congela el agua (Ramos, 1986). 

Varias tinciones han sido empleadas rutinariamente para ayudar a determi

nar las características morfológicas del espermatozoide (We//s y Awa, 1970). Sin 

embargo, pocas de estas tinciones dan una huena definición del acrosoma.Kovács 

y Foote (1992), diseñaron una tinción acrosomal para espermatozoides de toro, 

verraco y conejo, que combina un procedimiento de tinción con Azul tripán

Giemsa o Rojo Congo-Giemsa, a diferentes concentraciones y temperaturas 

(Anexo 2), con la cual lograron distinguir 5 clases de espermatozoides vivos y 

muertos en base a su integridad acrosomal, dando esta combinación de colorantes 

una muy buena definición del acrosoma y de la morfología de los espermatozoi

des. 

Dilución del semen. 

Debido a que los espermatozoides eyaculados no sobreviven un período 

largo de tiempo fuera del tracto genital, es necesario agregarles algunos agentes 

conservadores con los cuales se forma una suspensión que aporta nutrientes como 

fuente de energía, que proteja contra los efectos dañinos del enfriamiento rápido, 

proporcione un medio amortiguador de cambios de pH, mantenga la presión 

osmótica y el equilibrio electrolítico, inhiba el crecimient~ bacteriano y aumente 

el volumen del semen para que pueda utilizarse en varias dosis de inseminación. 
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Los componentes básicos de un diluente seminal son: a) una solución 

amortiguadora que generalmente contiene fosfatos, citratos o Tris (hidroximetil) 

amino-metano, en solución, b) Un medio nutritivo como yema de huevo, leche 

descremada, lactosa, sacarosa, fructosa, etc., y c) una solución bactericida 

(penicilina, estreptomicina, polimixina, etc.,) (C/lagoya, 1991). 

La inseminación artificial ha contribuído al desarrollo de diluentes efecti

vos para el espermatozoide bovino, lo que permite un mantenimiento prolongado, 

tanto a temperatura ambiente como congelado, con excelente viabilidad. En 

contraste, los diluentes satisfactorios para el espermatozoide de carnero no están 

disponibles y la inseminación artificial en ovejas es practicada solamente con 

limitados diluentes, ya que los diluentes empleados para el espermatozoide 

bovino no son recomendables para el semen ovino, debido entre otras cosas, a 

que aunque lleven los mismos ingredientes, la concentración de éstos es diferente 

entre uno y otro (Upreti,1991). 

El diluente a base de Tris ha sido ampliamente probado en semen de 

carnero y se ha comprobado que mantiene una proporción más alta de espemiato

zoides mótiles, así como también un número mayor de espermatozoides sin 

cambios acrosomales que otros diluentes que llevan como base lactosa, rafinosa, 

citratos, etc., (El-Gaafary, 1990). 

Filtración del semen. 

Los espermatozoides de mamíferos están caracterizados por una marcada 

heterogeneidad morfológica en un eyaculado. Se ha reportado que los espermato

zoides muertos, dañados o anormales, tienen una influencia negativa en Ja fertili

dad del semen, ya que tienen etectos tóxicos y líticos sobre las demás células que 

los acompañan en el eyaculado y consecuentemente reducen la fertilidad (Gra/10111 

y Graham, 1990:. Anzar y Graham, 1993). 
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En el cruzamiento natural, el moco cervical ayuda a seleccionar los esper

matozoides mótiles y actúa como una barrera contra los no mótiles; esta selección 

no se lleva a cabo en la inseminación artificial. La remoción de espermatozoides 

muertos y dañados de un eyaculado, se ha venido haciendo en los últimos años, 

por medio de la filtración del semen a través de diversas sustancias como perlas 

de vidrio, fibra de vidrio, columnas de Sephadex, Sephadex con intercambiadores 

de iones, utilizadas como filtros (Samper, 1992; Anzar y Graham, 1993). 

La filtración del semen consiste en la separación física o quúnica de 

espermatozoides a través de un filtro; pasando por éste los espermatozoides 

mótiles (vivos) y quedando retenidos los no mótiles, los cuales pueden estar 

muertos o dañados (Bangham y Hancock, 1955; Graham y Graham, 1990; 

Anzar y Grallam. 1993). Este procedimiento, además de que permite seleccionar 

una buena población de espermatozoides, es útil para reducir la viscosidad del 

semen y para remover partículas extrañas o espermatozoides aglutinados (Pau/

son y Polakoski, 1977; citados por Medrana, 1993). 

El objetivo principal de la filtración del semen es seleccionar una población 

de espermatozoides físicamente más aptos para llevar a cabo la fertilización y 

sean éstos capaces de resistir el proceso de congelación-descongelación, incre

mentando de esta manera la eficacia de la inseminación artificial en las ovejas. 

Algunos reportes señalan que el semen filtrado soporta mejor la criopreservación 

y la descongelación que el semen sin filtrar, sin embargo, ésto sólo ha sido 

medido en base a la motilidad espermática pre y postcongelación y son pocas las 

pruebas de fertilidad que se han realizado con semen filtrado (Medrana, 1993). 

Se han utilizado una gran variedad de filtros como perlas de vidrio de 

diferentes diámetros, gradientes de albúmina sérica bovina, fibra de vidrio 

(borcisilicato), geles newtonianos, geles de Sephadex, la mayoría de estos filtros 
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han retenido los espermatozoides no mótiles pero han fallado al no poder awnen

tar la fertilidad (Grahamy Graham, 1990). 

La primera separación exitosa de espennatozoides mótiles de los no móti

les fué realizada pasando semen diluido a través de una capa de perlas de vidrio 

(Anzar y Graham, 1993). 

La fibra de vidrio (borosilicato), es también uno de los primeros filtros 

utilizados. El primer reporte disponible en que se utilizó la fibra de vidrio como 

filtro para semen corresponde al que hicieron Maki-Laurila y Graham (1968), 

con semen de toro; desde entonces, su uso es continuo y actualmente es de los fil

tros más utilizados. Se ha visto que la fibra de vidrio es el filtro más efectivo 

para atrapar espennatozoides muertos, se ha empleado para remover restos celu

lares y otras partículas de deshecho presentes en el semen y además para reducir 

su viscocidad (Medrano, 1993). 

Otro de los filtros que se ha venido utilizando en los últimos años es el 

Sephadex. El Sephadex es un carbohidrato especialmente tratado (dextri11a del 

almidón) que al activarse (hidratarse) fonna un gel compuesto por pequeñas 

esferas porosas, empleado para la separación de proteínas (Mertz, 1971; Lelmin

ger, 1982), aunque en los últimos años también se ha venido empleando para 

separar espennatozoides mótiles de no mótiles, además selecciona a los espenna

tozoides sin daño acrosomal (acrosoma intac10) y retiene a los que presentan el 

acrosoma dañado (Fayemi y col., 19'19; citados por Medrana, 1993; Guerrero, 

1981; McDonald, 1991). 

El primer reporte que se tiene de fil!ración de semen a 1ravés de filtros de 

Sephadex es el correspondiente a Graham (1976) quien propuso una prueba 

rápida y objetiva de filtración de semen de toro a través de columnas conteniendo 
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Sephadex G-15-100 soportado por fibra de vidrio. En esta prueba se llevó a cabo 

la separación de espennatozoides "vivos" de los "muertos" que quedaron reteni

dos en los filtros (Landa y col., 1980; Samper y Crabo, 1988; Samper, 1992). 

Graham y col. (1976), reportaron su conveniencia para espennatozoides de 

carnero; Fayemi y col. (1976) para verraco; Heuer y col. (1983) para el búfalo 

de agua y Samper y col. (1991) para el caballo (Hel/ander, 1992; Samper, 1992). 

Crabo y col. (1986), observaron que todos los espermatozoides que pasa

ron a través de los filtros de Sephadex tenían motilidad, pero no todos los esper

mamzoides mótiles pasaban a través de éstos. También mencionan que los 

~spermatozoides con acrosoma dañado fueron invariablemente atrapados en las 

columnas de Sephadex (Samper, 1992). 

La motilidad espermática y la integridad de la membrana han sido sugeri

dos como algunos de los factores que influyen en el atrapamiento de las células 

en el filtro. Se han hecho muchos estudios empleando el Sephadex para la filtra

ción del semen, sin embargo el mecanismo exacto para la remoción de esperma

tozoides muertos, anonnales y dañados, es todavía desconocido (Samper, 1992; 

A11zar y Graham, 1993). 

En la rata, se ha reportado la presencia de una glucoproteína sulfatada 

(SGP-fI) presente en la membrana del espermatozoide, producida por los epite

liocitos sustentaculares (células de Sertoli). Cuando la membrana sufre daño y 

queda expuesta la SGP-11, ésta se fija firmemente al Sephadex (Samper, 1992). 

Pryor y col. (1991), filtrando a través de columnas de Sephadex los extra

cms de membranas espermáticas, revelaron la presencia de varias bandas que 

denominaron colectivamente como Proteinas Unidas al Sephadex (SBP) y encon

traron que la mayor de estas bandas tiene una fuerte reactividad cruzada con una 
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proteína llamada clusterina, que tiene características similares a la SGP-11, ambas 

producidas por las células de Sertoli del carnero y rata respectivamente (Samper y 

Grabo, 1988; Samper, 1992). 

La clusterina sirve como una proteína transportadora de Iípidos, como 

proteína de agregación celular y como un activador del complememo; aunque la 

mayor actividad de ésta proteína es la inmunoestimulación. Se puede especular 

que las células espermáticas que son dañadas y en las cuales queda expuesta la 

clusterina, debido a un efecto del diluente o a un mal manejo del semen, pueden 

ser destinadas a morir quedando unidas firmemente al Sephadex (Samper, 1992). 

Esta reacción de la clusterina con el Sephadex, presente en los espermato

zoides dañados, se ha propuesto como el mecanismo por medio del cual el 

Sephadex separa los espermatozoides de acrosoma intacto de los espermatozoides 

con acrosoma dañado. A su vez, los espermatozoides retenidos se van aglome

rando formando una barrera que impide el paso a otros espermatozoides, con lo 

cual sólo logran pasar a través del filtm aquellos espermatozoides que poseen una 

buena motilidad. Sin embargo, no todos los espermatozoides mótiles y con acro

soma intacto, logran pasar ya que un buen porcentaje de éllos quedan retenidos 

en los filtros, al impedirles el paso los espermatozoides aglomerados y fijados al 

Sephadex fl'.Yas y col., 1992). 

Por otro lado, la filtración del semen que se ha venido practicando en las 

últimas décadas, ha tenido resultados alentadores por lo cual se debe de seguir 

investigando para encontrar el mejor filtro o combinación de filtros. Además, la 

filtración del semen puede ser utilizada como un procedimiento· de rutina en los 

bancos de semen para mejorar la calidad de eyaculad6s;: inida~e~te pobres, de 

machos valiosos; de esta manera, un mayor potencial del in~Jóramiemo genético 
.; '"•' '.·- .. 

de los ovinos será aprovechado fl'.Yas y col., 1991). ··· 
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11. OBJETIVOS. 

1.- Evaluar la técnica de filtración de semen utilizando 

como filtros columnas de Sephadex. 

2. - Seleccionar una población de espermatozoides más aptos 

para la fertilización, removiendo los espennatozoides 

muertos y anormales mediante su filtración a través de 

las columnas de Sephadex. 

3.- Evaluar la motilidad progresiva, concentración, morfolo

gía e integridad acrosomal del semen filtrado. 

4.- Evaluar la eficacia de la tinción acrosomal a base de 

Azúl tripán al 0.253 y Giemsa al 5%, propuesta 

por Kovács y Foote (1992). 
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111. MATERIAL Y METODOS. 

El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Reproducción Animal e 

Inseminación Artificial y en el Módulo de Ovinos de la Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlán (U.N.A.M.), cuya ubicación geográfica es 19º 14' latitud 

Norte y 99° 14' longitud. Poniente, a 2250 msnm., en el Km 2.5 de la carretera 

Cuautitlán-Teoloyucan; Cuautitlán, lzcalli, Estado de México. 

Material biológico: 

Se obtuvieron 16 muestras de semen de un carnero adulto de la raza Suf

folk, recolectando dos muestras por semana, empleando una vagina artificial. El 

semen se recolectó en un tubo graduado, protegido de la luz por un capuchón de 

hule espuma, el cual permitió también, mantener la temperatura del semen y un 

mejor transporte de éste al laboratorio. 

Materiales y 1eactivos: 

- 1 Sephadex G-25-80 (lab. Sigma).- Esferas con un diámetro de 20 a 80 

micrómetros para filtración en gel. 

- Borosilicato (fibra de vidrio).- empleada como sopone para formar las 

columnas de Sephadex. 

- Tubos de filtración.- Se construyeron a panir de la adaptación de las 

cámaras de goteo de venoclisis, las cuales se recortaron dejándoles una pequeña 

porción de manguera de tal manera que quedaran a manera de embudos, a las que 

se les insertó la llave de control de flujo, que sirvió para regular el paso del 

semen al ser filtrado (figura 2). 

- Diluente Tris-glucosa-yema de huevo.- Se utilizó para llace~_Ja -dilución ' 

1 :4 (semen: diluente) de la muestra de semen (Evans y Maxwell.· 1990). · 
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- Solución de Hancock, Hancock-eosina. 

- Coloraciones.- Azul Tripán y Giemsa (lab. Sigma), para teñir los frotis 

del semen (Kovács y Foore, 1992). 

Preparación de las columnas de Sephadex. 

a) Activación (hidratación) del Sephadex.- Se colocaron 2g de Sephadex 

seco (en polvo) en un matraz conteniendo 32ml de citrato de sodio al 2.9%; y 

manteniéndolo a temperatura de refrigeración (4ºC) durante 24 horas se permi

tió que las esferas del Sephadex se hincharan, y pudiera emplearse para el monta

je de las columnas de fltración. 

b) Montaje de las colwnnas de Sephadex.- Se colocaron dos tubos de filtra

ción en un soporte y en su interior se puso un pequeño ovillo de fibra de vidrio, 

la cual sirvió para contener al Sephadex y se formara la colwnna. Se agregó la 

cantidad suficiente de Sephadex hasta que alcanzó una altura de 2cm, quedando 

de esta forma lista para utilizarse. La cantidad de Sephadex que se utilizó por 

cada columna fué de 0.5g (pesado en seco). Las columnas se conservaron 

húmedas y tapadas todo el tiempo, a temperatura de refrigeración (4 ºC), hasta el 

momento en que se utilizaron. Por cada muestra de semen recolectada se emplea

ron dos columnas de filtración (figura 2). 

c) Citrato de sodio al 2.9%.- Se utilizó para hidratar el Sephadex, para 

realizar las diferentes diluciones utilizadas en la evaluación de la motilidad y para 

regular a una temperatura de 37ºC las columnas de Sephadex, momentos antes 

de efectuar la filtración del semen. 

d) Diluente Tris-glucosa-yema de hu"evo.- se prepararon 2 tubos contenien

do cada uno 4 mi de diluente y se colocaron en baño maría a 37ºC; a partir de 

uno de ellos se hizo la dilución 1 :4, serrieó:diluente y; al otro tubo se le agregó 



·. · .. 

~--------Semen a filtrar • 
.,,.,.· .,..·.,.,.'""·,..-, 

fü\/·;:::::::: 
Gel de Sephadex. 

-r-----Llave de paso. 

Semen filtrado. 

Fig. 3. Columna de Sephadex empleada en la fdtración de semen de 
carnero. 
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un poco de colorante verde natural para alimentos con la finalidad de teñirlo y 

diferenciarlo del anterior al efectuar la filtración del semen (A11exo /). 

Fracciones recolectadas. 

Como resultado de la filtración del semen se recolectaron 3 fracciones 

diferentes por cada columna. identificadas de la siguiente forma: 

Fracció11 J.- representa la primera fracción filtrada a través de Sephadex, 

del semen diluido 1 :4 en diluente Tris-glucosa-yema de huevo. 

Fracció11 2.- que corresponde a una segunda fracción de semen diluido y 

filtrado a través de las columnas de Sephadex. 

Fracció11 3.- o tercera fracción de semen filtrado, correspondiente a un 

lavado de las columnas con citrato de sodio. 

Los espermatozoides que quedaron atrapados dentro de las columnas de 

filtración fueron considerados como "fracció11 rete11ida". 

De cada fracción filtrada y del semen fresco sin filtrar se hicieron dilucio

nes con citrato de sodio al 2.93, para evaluar su motilidad progresiva. 

Evaluación del semen: 

Exa11.1e11 macroscópico. Una vez que se obtuvo el semen, se realizó el. 

examen macroscópico, el cual se efectuó antes de. las pruebas de motilidad. Este 

examen incluyó la valoración visual de.1 eyacul~do en relación al volumen rec~
lectado y, al aspecto y presenciad~ m~;~riai'eit;~ño. 

Después de este rápido e~~~~~:. b1 ~Iirien' se c~Íocó a ;f,~c-~n baftÓ María . 
. . - ' ..;: -_-., ; -" • ·,. " ' , ' « , . , ' , . . . . ~ • - ' . . . . . . , , e . ' 

para su conservación, después se procedió:ª realiza"r ~í iixaln~n ~icroscó~ico de 
la motilidad. · ' ' _·: .. · 

Motilidad progresiva.- La niotHidad p~ogreslva'se e~tirnó porobs~~vadón . 
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directa al microscopio a partir de la dilución 1: 100 (v/v) en el caso del semen 

fresco sin filtrar (Zemja11is, 1985). 

Filtración del semen: 

A fin de efectuar Ja filtración del semen, se montaron las colwnnas de 

Sephadex ya preparadas en un soporte, a temperatura ambiente (22 ºC). Antes de 

realizar la filtración se agregó a cada columna !mi de citrato de sodio para poner 

el filtro a una temperatura de 37ºC y evitar un posible choque térmico del semen. 

Después se agregó a cada columna !mi de semen diluído, permitiendo que 

el citrato de sodio que previamente ocupaba la columna se fuera desplazando y, 

cuando el semen diluído comenzó a fluir por la manguera del tubo de filtración, 

la llave de paso fué cerrada impidiendo Ja salida del semen ya filtrado. 

Enseguida se adicionó a cada columna !mi de diluente teñido, sin·esperma~ 
,)· ',- ,, 

tozoides, con la finalidad de mantener húmeda la columna de filtraéiórÍ:· ya q~e al . 

irse filtrando el semen dilufdo, su lugar lo va ocupando el dil~~ni{:ig~egacici. Se 

anotó el volumen recolectado de Ja primera fracción de sémerí fllfrado (fra'cciÓn 

/)y se colocaron los tubos recolectores en baño María a 37ºC;'c >i .} Vi~ . , 
Para recolectar la segunda fracción filtrada (fraccfóit;; ~':;; ~é!iifa~¿ fJ~~a 

columna de filtración !mi de citrato de sodio al 2,~3:J~ra'i¡~~'despl;zii;a;' al 
<··' .: ... :;~:··:':í/'.~I~··,.::/ .. :\'.,;,"::·. '·.<:~;,.;.:.".":,),_'\ _'--: .,>_"': · .. 

diluente teñido y al semen diluído que qúedara. en •las· é:óluinnas;:• se anotó' el 
- :~ ··'-:.,' .. ;.·.Y;_,_: ... <-;;:-::~;.:';··': .. /:(•. :., -, .... --

VOiumen recolectado y se colocaron los tubos'en):t.bañci Maríá:''J ''·· 
. : ~ ..•• - ; --· ' ·: t ~: - . ,;:,,! •• '• ' .. '~ - - .• ,, 

- . ;,-.· .. b-. ,. .•. ,, - .. ~~· ~---. ' "', -~ \:"· 

De tas primeras dos• fra~ciones fiiiráda~·~éfiiÚercÍn\titüH~n~s: Jor~~s'po;-. 
diendo la dilución 1 :5oo (v/v) a '1'~:·ira~ciÓn t'··/~n~ ciii~6iÓh del: IOOO(v/v) a Ja 

- :,- ·=· .-·. - ' .· ..... --· ,-.-;' .. -.... _ .. 

fracción 2 y se determinósÚ .UotiÍÍdad· p~~gresiv/ 

Para recolectar la frai:ciÓri3(1a~a~ócleJ~ ~olun;ria), s~ agregó paulatina-
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mente citrato de sodio hasta completar 3ml por columna de filtración, .mismos 

que fueron recolectados. De esta fracción, no se midió el volumen recolectado y 

la motilidad progresiva se determinó sin dilución previa. 

Concentración espermática: 

Se evaluó por medio de la cámara de Neubauer, en una dilución 1 :200 

(v/v) para el semen fresco, 1 :500 (v/v) para la fracción 1 y 1: 1000 (v/v) para la 

fracción 2. En las fracciones 3 y retenida no se efectuó esta prueba. La dilución 

se hizo con Ja solución conservadora Hancock-eosina. 

Morfología espermática (examen de semen teñido): 

Para efectuar este examen se hicieron frotis de cada fracción. Se empleó la 

tinción acrosomal propuesta por Kovács y Foote (1992) para espermatozoides de 

toro, verraco y conejo. Para la realización de este trabajo se eligió la combina

ción de Azul Tripán al 0.25% y Giemsa al 5%, a temperatura ambiente (22ºC) 

con un tiempo de ¿~posii:i\sn al colorante de Giemsa de 20 a 24 horas. 
- •;,' ,,.- ,• ,_·_"•O• , 

Previo a· fa elalÍÓración de las laminillas, se realizó un lavado de las mues

tras con sol~~iÓn\í~:'f:{~~¿¿~~ ~in' ~~_16~arite; para quitar el excedente de eosina. 

Este lavádo éon5istió en poner O.Sin!. de la muestra en un tubo, agregarle 2ml de 

solución de Hancock y centrifugarla a 3000rpm. durante 1 O minutos; se decantó 

el sobrenadante y se resuspendieron los espermatozoides agregándole al tubo 

0.3ml de solución de Hancock. 

Preparación de los frotis: 

De cada fracción se prepararon 2 laminillas, para ésto se combinaron 3 

gotas de Ja muestra con 3 gotas del colorante Azul Tripán y se hicieron los frotis 

identificándolos individualmente; se dejaron secar a temperatura ambiente y una 
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vez secos, se fijaron utilizando el fijador compuesto de: a) 863 de HCI l.ON, b) 

14% de solución de fonnaldehfdo (37% p/p) y e) 0.2g de rojo neutro. Posterior

mente se sumergieron durante 20 a 24 horas en el colorante de Giemsa al 5%, 

a temperatura ambiente (22ºC en promedio). Transcurrido este tiempo, las lami

nillas fueron sacadas del colorante, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron 

secar (Anexa 2). La evaluación se realizó en un microscopio Rossbach de campo 

claro, (JOOOx). 

Se examinaron 100 espermatozoides de cada laminilla. En algunos casos 

debido a que las muestras estaban muy dilufdas, para realizar el conteo de los 100 

espermatozoides se requirió de las dos laminillas. De cada espermatozoide 

examinado se determinó su morfología e integridad acrosomal. La integridad del 

acrosoma de los espermatozoides se evaluó siguiendo la clasificación propuesta 

por Kovács y Foote (1992). 

Análisis estadístico: 

La infonnación se analizó por medio de Análisis de Varianza. Se utilizaron 

como covariables los valores del semen fresco y prueba de Tukey para diferencia 

de medias. Para los datos expresados en porcentaje se utilizó la transformación al 
arcoseno (Steel y Torrie, 1980). 
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IV. RESULTADOS. 

En los cuadros J y 2, se presentan las variables estudiadas y sus valores 

generales observados en la evaluación del semen fresco, éstos se anotan como 

referencia para los valores obtenidos en la evaluación del semen diluído y filtra

do a través de las columnas de Sephadex. 

Motilidad progresiva. 

La motilidad progresiva observada en el semen filtrado a través de Sepha

dex fué de 78.4 ± 1.9% para la fracción 1 y 71.8 ± 1.9% para la fracción 2. 

En la fracción 3 se observó un 50.7 ± 1.9%, estos valores son significativa

mente diferentes entre sí (P<0.01). (Cuadro 3). 

Morfología espermática. 

En el cuadro 4, se muestran los resultados correspondientes a. la mo,rfol~ . 

gfa espennática observada en las diferentes fracciones. A este respectó, en: la 

fracción 1 se observó un mayor porcentaje de espennatozoides nonn~Íes (74.8 ± 
1.4%), en relación a las fracciones 2 y 3 en las que se observ64;,~}t. l.4% y 

13.4 ± 1.4% respectivamente (P<0.0001). Sin embargo, la fracción J°no fué 

diferente a la fracción retenida que presentó 11.0 ± 1.3% de.ésta~ célufas·.· 

En cuanto a las anonnalidades espennáticas, la fracción .1 presentó el 

porcentaje más bajo de anonnalidades primarias, 5.5 ± 0.7%;' siendo este valor 

diferente al de las otras fracciones (P < 0.0003), en tanto que las fracciones 2 y 3 

no fueron diferentes entre sí ya que presentaron 9.6 ± 0.7.%.:y. 9.5 ± 0.7% 

respectivamente. La fracción retenida presentó el valor más'iilto, l7.8 :Í: 0.8%, 

cifra que resultó diferente en su relación con las demás fracciones (P <0.0003).-
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La fracción 1 , con 19 .6 ± 1.5 3, presentó el. porcentaje más bajo . de 

espermatozoides con anormalidades secundarias, a diferenda de .las fracciones 2, 

3 y retenida que presentaron 45.0 ± 1.5%, 77.2 ± 1.5% y 71.1 ± 1.5% respec

tivamente (P<0.006). 

Integridad Acrosomal. 

En la figura 3, se muestran cinco clases de espermatozoides en base al 

estado de su acrosoma según Kovács y Foote (1992): 

1) espermatozoides con acrosoma intacto. 

2) con acrosoma hinchado. 

3) con acrosoma dañado. 

4) espermatozoides sin acrosoma y, 

5) sin acrosoma ni anillo postacrosomal. 

Estas características del acrosoma se registraron tanto en espermatozoides 

normales como en aquellos que presentaron anormalidades primarias y secunda

rias. 

En el cuadro 5, se presentan los resultados obtenidos en la evaluación de 

los distintos estados del acrosoma de los espermatozoides en las diferentes frac

ciones sin considerar su morfología. 

Espermatozoides con acrosoma intacto.- La fracción 1 presentó el mayor 

porcentaje de éstos, 73 .6 ± 1.13; cont~á .25.5 ± .1.1 % de la fracción 2, 2.1 ± 
1.1 % de la fracción 3 y Í6.9 ±. 1.23 de)afrai:~ión retenida. Todos estos v~lo-
res son diferentes entre sí (P <0.()()()1):. · · · 

Espermat~z~i<Í~sc~~ ac,;Ós~iia hl~chado.~EI porcentaje más bajo de éstos 

lo presentó la· fr~c'~ió~ i'.~d~ 4.7 ± 0.1·%, seguida de la·fraccÍón 3·c~n 5.8± 

0.7%, no existi~ndo difori:llcia significativá entre ellas.· La fracción retenida, con 
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16.7 ± 0.7% presentó el valor más alto, superando.a .ta fracción 2,que presentó 

8.4 ± 0.7% (P<0.007). 

Espermatozoides co11 acrosoma dañado,- ·En la· fracción 3se registró el 

porcentaje más bajo de estas células, 13. l ± 1.3 % (seguida d¿l~ ffa~ción 1 con 

19.5 ± 1.3%, mientras que la fracción 2 present64il,6 ·;:1.:3\%.:valorque füé 

superado por la fracción retenida que presentó lá cifr~'íriá'~[~lta'. 46:4 :Í: 1.5 % , 

existiendo diferencia significativa entre todos los valÓres_&·.;¿0:001) . . ~ .. ' .. ' -. 

Espermatozoides sin acrosoma.- Las· fr~cciones 2 y' :3 hios'traron un eÍeva

do porcentaje de estos espermatozoides 23.2 ± t.5% y 22J±ir:s%; •· respecti

vamente, no existiendo diferencia significativa entre ~ti¿s.'·Ca fracción 1 presentó 

el porcentaje más bajo, 1.9 ± 1.5%, mientras qúe enJa frac~ión retenida se 

encontró un 7.8 ± 1.3%, siendo estos valores diferentes entre sí}' las primeras 

fracciones (P<0.001). 

Espermatozoides sin acrosoma 11i a11illo postaáosomal.- Dentro de ésta 

caracterlstica, los valores más bajos, 0.3 ± 1.4% y 2.2 ±' L4% correspondieron 

a las fracciones 1 y 2, la fracción 3 con 56.9 ± l .4%, mostró el porcentaje más 

alto, en tanto que en la fracción retenida se observó el 13.3 ± 1.2% de estas 

células, siendo los resultados significativamente diferentes entre sí (P<0.0001). 

Morfología espermática e integridad acrosomal. 

El análisis de la integridad acrosomal de los espermatozoides se desarrolló . 

en dos fases). En la primera, se evalúa el estado acrosomal dé los esperrÍlatoioi

des en base a la clasificación de Kovács y Foote (1992), sin toma;:'e~ c~enta· la 

morfología de los espermatozoides (cuadro 5) y, en la seguncla/~e ev.aluó la 

morfologla espermática junto con la integridad acrosomal de cacli un~ de los l 00 

espermatozoides observados en cada laminilla (cuadros 6,: 7 y 8):. 
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Espermatozoides normales: 

En el cuadro 6, se muestra la relación entre los espermatozoides morfoló

gicamente normales y su estado acrosomal, observado en las diferentes fraccio

nes. 

A este respecto, se observó que la fracción l presentó el porcentaje más 

alto de acrosomas intactos, 60.3 ± l.03. En cambio la fracción 3 y la retenida 

presentaron los valores más bajos, 0.2 ± 1.03.y 2.4·± l.03 respectivamente.: 

La fracción 2 tuvo un valor medio de 13.9 ±' l.0%~ E~te valor e~ dlfe~erite a ios - ,·, j,~fc .~ ." ·. . -,2;·;;:-,, -~:'.· . 
anteriores (P<0.0001). ·'-" · -•:" . . . 

;';·,:~~:,~:'[l:S1~~1,t~~tt~~í~t~:~:;· 
tuando la relación:entre las frá.c~iones 1 y retenida, la'relación entr¡: las otras 

fracciones fué difer~Óte (P.;: 0.02). •. • . 
De los que present~rJ.ri el-~crÓsoma dañado, se observó el valor. más alto 

en la frac6ión 2, 17J ±:o.s%; la~racción 1 también presentó una cifra elevad~. 
10.9 ± 0.83 (P<O.ÜoÓI). Lo~ valores más bajos se encontraron en la 3 ; la 

retenida, 2.1 ± o.s%·y·n::i: o.s3. 

Entre los espermátozoides si11 acrosoma, la fracción 2 presentó . el · valor 

más alto; 9.Ú± •. 0~6%''.'Lo~ valores más bajos, 1.1 ± 0.63y1.2 ± .o:s%. 
correspomHerori a• l_a~ fr~c6ioiles 1 y retenida. La. frac~ió~ 3 · presemó 3 .3 ± 

0~6%, si~ndo ~s_te v~I~; ~Ígniflcá.tiváinente diferente.· a 16~ de~ás (P <ó:006l: 

En reláciÍfo ~ los •ésperirzatozoitie; sÚ1 acrosoína nÍ á11illo posiacrosomal, la 
,,. '·"·-· - ,_· - .... ,· -----··· .... ;--,. -· .-. 

fracción 3 ccm6;1 :f o:43, pres~~tóél porceiltaje inásaltO, mientras que en la 

retenida se obse~ó l :9 ±,033 (P<O.oo~}:J:ri ia fracciÓn 2 se registró 0.7 ± 
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0.4% y en la fracción 1 el 0.1 ± 0.4% que correspondieron a los valores mas 

bajos. 

Espermatozoides con anormalidades primarias: 

En el cuadro 7 se muestran los resultados de la relación entre los esperma

tozoides con anormalidades primarias y la morfología acrosomal en las diferentes 

fracciones. 

Acrosoma intacto.- La fracción 1 presentó el porcentaje más alto con 3 .1 

± 0.3%, en tanto que la 3 careció de estas células. Las fracciones 2 y retenida 

presentaron 2.0 ± 0.3% y 2.9 ± 0.3% respectivamente, existiendo diferencia 

significativa entre estos últimos valores y los primeros (P < 0.01). 

Acrosoma hinchado.- La fracción retenida presentó 1.5 ± 0.2%, en tanto 

que las demás fracciones tuvieron valores inferiores al 0.8% (P<0.03). 

Acrosoma dañOdÓ.- Para esta característica, la fracció!l retenida, con 8.9 

± 0.5%. tuvo~! valor llÍás.el~vado de estas células, e~ ~to que los valores 

más bajos seobservaron en!~ 3; 1.7 ± 0.3%, ,Yla J,·J.8 ± Ó.3%, que no 

rueron diferelltes elltre'sr. ü 2 ·presentó eLrn ·± o.3%, existiendo diferencia .. ,. . .. · ... - ·. '· - ',· 

significativa en refacii5n a la(ótras fraci:_iones (P-C:0.0001). ' 

Sin acrosoma)Las fracciones 2, 'y 3 p;eselltaro~ los valores más altos,· 2.4 

± 0.3% y U ± 0.33 resp~~tiv~eritel 4,}r~cbiÓ~)preseritó el O.I ± o:3%; 
. ' . . . , ... r . . . .... ··- " "' ~ ~. . , • 

correspondierido ·a1·vaior más.bajo.' En/tanto que 1á.retenidatuvo ... ·,1.0f 0.3% 

(P<0.03). . . . . .. ' . "'.e;.:'· 'j <·J'·• . ;·:;:,:.· ,:, _,, •\:;. ;':,'.· '.\ . 
'':. ;; ""-: ::~·~_:: :- ·: -· . . 
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Espermatozoides con anormalidades secundarias: 

En el cuadro 8, se muestran los resultados obtenidos en la evaluación del 

estado acrosomal de los espennatozoides con anormalidades secundarias obser

vados en las diferentes fracciones. 

Acrosoma intacto. Para esta característica, las fracciones 1, 2 y retenida, 

presentaron valores similares (media 10.5%). En cambio la fracción 3 presentó 

un valor significativamente diferente, 1.9 ± 0.73 (P<0.0001). 

Acrosoma hinchado. La fracción retenida presentó el porcentaje más alto, 

12.0 ± 0.53; la 1 el más bajo, 1.4 ± 0.33, y las fracciones 2 y 3 presentaron 

3.0 ± 0.33 y 3.6 ± 0.33 respectivamente (P<0.001). 

Acrosoma dalÍado. Dentro de esta característica, la fracción retenida 

presentó el valor más alto, 34.5 ± 1.1 % , seguida de la fracción 2 con 19.4 ± 
0.9%, en tanto que las fracciones 1 y 3 tuvieron 6.7 ± 0.9% y 9.2 ± .0.9% 

respectivamente, existiendo diferencia significati~a e~tre estos valÓres (P < 0.04) .. 

Sin acrosoma.- El porcentaje más alto correspondió a. la ·fracción 3 con 

16.7 ± 1.13 y el más bajo a la fracci6~'1; o.6 :f: L1%. Las fracdon~s 2 y 
retenida presentaron 11.7 ± Ll% y S.7 '±Cl.93 respecti~am~hie, encontrándose 

~. . . . . . ··. . . . . 
diferencia estadística (P<0.002). · 

Sin. acrosoma ni anillo:postacrosomal. En este renglón, Ja fracció~ 3 

presentó un ~alar ~uyele~ado, 45.6 ± 1.2%, en compamióna Iásdemás frac

ciones que presentaron: 7.1 ± 1.03, la retenida; 1.2 ± 1.2%, la t'rácción i; y 

0.1 ± 1.23 para la fracción 1, que prácticamente darnció~d~ estiis células 

(P<0.0001). 

Concentración espermática: 

La concentración espermática fué en promedio de 5594 ± · 146 millones ; de 

espermatozoides por mililitro, para el semen fresco, mieni~as q'ue par~ la. frac-
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ción 1 se obtuvo un promedio de 3481 ± 148 y en la fracción 2, 1745 ± 148 

millones. Estos valores son significativamente diferentes entre .sí {P<O.OOQI), 

(Cuadro 9). 
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Intacto 

Sin 
acrosoma 

Hinchado Roto o Dañado 

Sin acrosonm ni 
anillo postacrosonml 

Fig. 2. Los 5 diferentes estados del acrosoma observudos en esperma
tozoides de carnero. Tinción: Azúl tripán-Giemsa. a. Acrosoma. b. Anillo 
nuclear o postacrosomal. c. Región o capuchón postacrosomal (Adaptado de 
Kovács y Foote, 1992). 

31 



"' "' 

Cuadro 1. Variables estudiadas y valores iniciales promedio 
Evaluación de semen fresco sin filtrar. 

Tratamiento: 

Concentración espermática 

(millones de esp./ml). 

Motilidad progresiva 

Morfología espermática: 

Espermatozoides normales 

Anormalidades primarias 

Anormalidades secundarias 

Media± e.e. 

5594 ± 146 

57.9±1.9 

63.2 ± 1.3 

8.1 ± 0.8 

29.0 ± 1.5 



"' 

Cuadro 2. Morfología espermática e integridad acrosomal 
Semen fresco sin filtrar. 

Sin evaluar Espermatozoides Anormalidades Anormalidades 
morfología normales primarias secundarias 

Estado del acrosoma. Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e. 

"' Intacto 44.5 ± 1.2 33.5 ± 1.0 .. 2.0 ± o._a ·. 9.0 ± 0.1 

Hinchado. 10.6 ± 0.7 5,6 ± 0.3 M :t; º;2> ': · · 4.5. ± 0.4 

Dañado 35.1 ± 1.-,4.· 18.8 ± 0.8 4.3 ±.0.5 : .· 12.0±.1.1 

Sin acrosoma 8.5 ± 1.2 4.9 ± o.5 u ± 0;2 . 2.4.·± o.9 

Sin acrosoma 'ni anillo 1.2±1.2 0.2 ± 0,3 O.O± 0.3 1.0 ± 1.0 

Nota: En la primera columna no se evaluó la morfología de los espermatozoides, 
ésta sí es evaluada en las siguientes tres columnas, las cuales son derivación de 
la primera. 



Cuadro 3. Motilidad progresiva de las diferentes tracciones. 

Tratamiento Media+ e.e. 
"' fracción 1 78.4 + 1.9 a* .., 

fracción 2 71.8 + 1.9 b 

fracción 3 50.7 ± 1.9 e 

Letras diferentes en la columna indican diferencia significativa (P<0.01) 



Cuadro 4. Morfología espermática de las diferentes fracciones (Promedios). 

Espermatozoides Anormalidades Anormalidades 
normales primarias secundarias 

"' Tratamiento: MEdia: e.e. Media: e.e. Media: e.e. 
"' 

fracción 1 74.8 ± 1.4 a 5.5 ± 0.7 a 19:6 ± 1.5 a 
fracción 2 45.5 ± 1 .4 b 9.6±0.7b 45.0 ± 1.5 b 
fracción 3 13.4 ± 1.4 e 9.5 ± 0.7 b 77.2 ± 1.5c 
frac. ret. 11.0 ± 1.3 e 17.8 ± 0.8 e 71.1 ± 1.5 d 

Letras diferentes en las columnas indican diferencia significativa (P<0.05}: 



Cuadro 5. Estado acrosomal observado en las diferentes fracciones. 

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Sin Sin acrosoma ni 
intacto hinchado dañado acrosoma anillo postacros. 

Tratamiento: Media: e.e. Media'. e.e. Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e. 

u 
m 

fracción 1 73.6 ± 1.1 a 4.7 ± 0.7 á. 19.5 ± 1.3'a 1.9 ± 1.5 a 0.3 ± 1.4 a 

fracción 2 · 25.5 ± 1.1 b 6.4 ± 0.7,b 40.6~ 1.3 b. :23.2 ± 1.5 b 2.2 ± 1.4 a 

fracción 3 2.1±1.1c 5.6 ± 0.7 a · 13,1_ ± 1.3 c 22.3.± 1.5 b 56.9 ± 1.4 b 

frac. ret. 16.9 ± 1.2 d 16.7 ± Ofc 46.4 ± 1.5 d 7.6 ± 1.3 c 13.3 ± 1.2 c 

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05) 



Cuadro 6. Estados acrosomales de los espermatozoides normales 
(porcentajes promedio). 

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Sin Sin acrosoma ni 
intacto hinchado dañado acrosoma anillo postacros. 

"' ' ' ' 
'l Tratamiento: Media: e.e. ' Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e. 

fracción 1 60.~ ;t: 1.0; ~ 2.9 ± 0.4 a 1,º:9 :!; o.a ~' 1~1 ± 0.6 a 0.1 ± 0.4 a 

fracción 2 13.9 ± 1.0 b · 4.6 ± 0.4 b 17.1 :!: o.a b 9.1 :!: 0.6 b 0.7 :!: 0.4 a 

tracción 3 0.2 ± 1.0 c 1:6 ± 0:4 é ¿})o.~:~ .· 3.3 :!: 0.6 c 6.1 :!: 0.4 b 

frac. ret. 2.4 ± 1.ci c 3.0 ± 0.3 a 3.2 :!: o.a c 1.2 :!: 0.5 a 1.9 :!: 0.3 e 

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05). 



"' 

Cuadro 7. Estados acrosomales de los espermatozoides con anormalidades primarias. 
(Porcentajes promedio). 

Acrosoma 
intacto 

Acrosoma 
hinchada· 

Acrosoma 
· dañado 

Sin 
acrosoma 

Sin acrosoma ni 
anillo postacros. 

"" Tratamiento: . Media:· e.e: Media: e.e. Media: 'e.e; Media: e.e. Media: .e.e. 

fracción 1 

tracción 2 

fracción 3 

frac ret. 

2.0 ± 0.3 b_ 
' ·'··., 

o.o :t: o.3 e 
2.9 :!:o.3á 

o.a± 0.2 á 
:~. ,: '·. :" ·:._.·,·.: :·' ·-
o,s ± o.2a-, 

·· 1~5 :to.21l 

·.-.'1a+·o·:'3 · ··01·+·03 .. · ::-- . ·ª ... _. .,.. . a 

;:;~ ~:: r / ::: :~::: 
8.9 ± o.s'c 1.0 ± 0.3 c 

O.O± 0.3 a 

0.3 ± 0.3 a 

4.9 :!: 0.3 b 

3.6 ± 0.3 c 

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05). 



"' "' 

Cuadro 8. Estados acrosomales de Jos espermatozoides con anormalidades secundarias. 
(Porcentajes promedio). 

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Sin Sin acrosoma ni 
intacto hinchado dañado acrosoma anillo postacros. 

Tratamiento: Media: e.e. Media: e.e. Media: e.e.· Media: e.e. Media: e.e. 

',. 
fracción 1 10.7 ± 0.7 a 1.4 ± 0.3 a 6.7±.0.9a-c·.· 0.6 ± 1.1 a · 0.1 ± 1.2 a 

fracción 2 9.6 ± 0.7 a 3.0 ± 0.3 b · 19.4 ±' 0:9 b 1;;7 ~ i.1 b " 
1:2 ± 1.2 a 

.fracción 3 1.9 ± 0.7 b 3.6 ± o.3 b 9.2 ± o:9 e 16.7.± 1.fc 45.6 ± 1.2 b 

frac. ret. 11.4 ± 0.7 a , 12.0 ± 0.5 c 34.5 ± 1:1 d 5.7 ± 0.9 d 7.1 ± 1.0 c · 

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05). 



Cuadro 9. Concentración espermática promedio. 
Semen fresco y fracciones filtradas. 

¡§ 

Semen fresco 

Fracción 1 

Fracción 2 

Media+ e.e. 

5594 + 146 a 

3481 + 148 b 

1745 + 148 e 

Letras diferentes en la columna indican diferencia significativa (P<0.0001) 



V. DISCUSION. 

En este trabajo, de filtración de semen de carnero a través de columnas de 

Sephadex, se realizó la comparación de los resultados obtenidos en las fracciones · 

filtradas J, 2, y 3, así como de la fracción retenida, tomando ·como base' .los · 

valores encontrados en la evaluación del semen fresco y los resultadcii obte~idos 
en trabajos similares efectuados con semen de carnero, bovino u otras especies .. 

Motilidad progresiva. 

En comparación con el semen fresco, las fracciones 1 y 2 presentaron un 

incremento del 35.4 y 24.0% respectivamente, mientras que en la fracción 3 se 

observó una disminución del 12.4%, que pudo deberse al lavado efectuado en las 

columnas, por lo cual junto con los espermatozoides mótiles filtrados, fueron 

acarreados muchos de los espermatozoides muertos y/o dañados que habían sido 

retenidos en los filtros. 

El incremento. en el porcentaje de motilidad progresiva observado, no 

significa que aumemó el número de espermatozoides mótiles dentro del eyacula

do; sino. que debido al efecto de la filtración del semen, quedan retenidos dentro 

de las. columnas. los espermatozoides no mótiles, dando por resultado que en el 

semen filtradó; aunque tiene una menor concentración espermática que el eyacu

lado original. la mayoría de los espermatozoides filtrados poseen: una . buena 

motilidad debida al efecto de selección efectuada por el filtro de Sephadex. 

landa y col. (1980), reportan una motilidad progresiva de 55.% para semen 

entero de carnero filtrado a través de Sephadex; este :valor es inferior al obsei~ 

vado en el presente trabajó en lasfraccionesJ y2, 78.4 y 71.8% respectivamen

te. En otros trabajos, también con semen de carnero diluido en leche o diluente a 

base de Tris, filtrado a través de fibra de vidrio, Medrana (1993) reporta resul

tados inferiores a los observados en el presente trabajo,(48. 7%). 
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Se ha visto que la motilidad del espermatozoide está notablemente influen

ciada tanto por el diluente utilizado como por los parámetros físicos involucrados 

en el procesamiento del semen. El-Gaafary (1990), evaluando semen de ovino 

dilufdo reporta que el diluente a base de Tris presentó una motilidad progresiva 

mayor (77.7%) que otros diluentes que llevan como base Lactosa (68.0%) o 

Rafinosa (67.8%). El resultado obtenido con diluente a base de Tris es similar al 

encontrado en este trabajo (78.4% en la fracción 1), pero con el semen sin filtrar. 

En otras especies, Trejo y col. (1986) observaron una motilidad progresiva 

de 54.0% en semen caprino filtrado a través de fibra.de vidrio, siendo este resul

tado inferior a los encontrados en este trabajo. 

Otros trabajos, empleando semen bovino, ralllbién indican un aumento en 

la motilidad progresiva como resultado de la filtración. Crabo y col. (1986, • 

citados por Samper. 1992), observaron en semen de toro filtrado a través de 

Sephadex que todos los espermatozoides que pasaron a través de los filtros eran 

mótiles, pero no todas las células mótiles lograban pasar a través de éstos. 

Chinnaiya y col. (1988) reportan un aumento en la motilidad espermática de 61 % 

a 71, 81 y 82%, para tres tipos de columnas de Sephadex utilizadas, siendo estos 

resultados similares a los encontrados en el presente trabajo. Mientras que \Yas y 

col (1991 y 1992) reportan un incremento de alrededor de 14.0%, en semen de 

bovino filtrado a través de Sephadex, con respecto al semen testigo. 

Por su parte, Anzar y Gralzam (1993), observaron que el Sephadex con 

intercambiadores de iones, tales como el Di-etil-amino-etano.~52 (DEAE, cargado 

positivamente) y Carboxi-metil-52 (CM, cargado negativamence) celulosas, posee 

una mayor eficacia para remover los espermatozoides inmótiles que el Sephadex 

solo. Después de filtrar semen bovino, observaron un aumento en la motilidad 
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progresiva de 50.1 y 53.7% para los filtros de Séphadex con intercambiadores de 

iones contra 37.4% del testigo que solamente conteníaSephadex. 

Los resultados anteriores muestran que con .el emple'! del Sephadex en 

columnas de filtración, el porcentaje de motilidad progresÍ.~a de un eyaculado es 

incrementado al quedar retenidos dentro del filtro los espermatozoides no mótiles 

(dañados y/o muertos), logrando pasar la mayor parte de los espermatozoides 

mótiles. 

Morfología espermática: 

Aún cuando el semen eyaculado, de cualquier ~specie, es heterogéneo en 

su población de espermatozoides, no debe poseer más de 15 a 18% de esperma

IOzoidcs anormales (Anzar y Graham, 1993). 

En el presente trabajo, se encontraron valores muy altos en relación al 

parám~tro anterior; Ya 'qu~' él semen fresco presentó 37 .1 % de anormalídad~s 
. . '. .- . ~ •. :-: '.:_1_ :: .-.: - . . '..' , 

espermáticas, corréspondiendo el 8.1 % a anormalidades primarias y el 29.0% a 

secundária~'. Es/e'.elivadC: ¡Íorce~taje de anormalidades se pudo deber, e~tre otros 

factores.a ·~[~¿í?,.~ ~~t.a~ionales del carnero, lo cual alteró la calidad y concentra~ 
ción espermática de los· eyaculados, debido a que los muestreos se hicieron entre 

los mes~sde #r.i~aver~ y ~~rano (Camero11, 1984; McDonald, 1989). 

Los ~i~elcis plasÍn~ilcos de la hormona luteinizante (LH), aumentan des- . 

pués de la exposi:i;ióri a dl~s de corta duración y disminuyen después de dla; de .. 

larga duracióÍi>ra~id' i~'tempe~atura como la duración del día afectan 1á produc-· 

ción total del sem~n y su calidad. Las altas temperaturas ambientales supedores a 

27 ºC tienden a deprimir la calidad del semen y pueden dar ccimo . re~Últado ·' · 
"esterilidad veraniega" (Cameron, 1984; Hafez. 1987; Fraser y Stamp, 1989; 

McD011ald, 1989; Evans y Maxwell, 1990). 
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Estos valores, del semen fresco, se redujeron con la filtración del semen, 

pero solamente en la fracción 1 que presentó un· 25 .1 % de espermatoioi.des • 

anonnales, correspondiendo el 5.5% a anormalidades primarias y el 19.6% .a 

secundarias. En contraste, en la fracción 2 se observó un awilepto en. el porcentac 

je de anormalidades espermáticas. Este aumento pudo deberse a l~ selecÍividad. 

del filtro de Sephadex, ya que éste retuvo la mayor p~rte de los espe.miátoioidei 

anormales, muertos y/o dañados, de los cuales una pane se recupbfa enI~ fr~c
ción 2 al ser arrastrados por el diluente sin semen que le fi.1é,'a~r~~~clo' ~; filtro 

para recolectar esta fracción. 

Algunos reportes de filtración a través deSeplladex :se~~'11~ ~!la disminu

ción de espermatozoides anormales de 7 a 14.4~~id~de~ b~Mii~~J'i~; ~nsemen 
de toro y búfalo (Chinnaiya y col., 1988; .Vyas}~~í.;99~¡}·~,;d¡~/¡a'!:~ col., 

1993). En el presente trabajo, se obtüvo iiiia'dísiili~ución d~I2 'Ünidades porcen

tuales. Por otro lado, Medrana (199J); l~~~ó ~~l~~;í.Ína .. r~d~c~ió~·de J:6 'unid~des 
porcentuales filtrando en borosilicato. 

Integridad acrosomal. 

En el presente trabajo, en semen de carnero, se logró identificar las 5 

clases descritas por Kovács y FooÍe (Í992j para.espermatozoides mue.rtos toman

do como base su estado acrosomaL. Sin embargo, los colores descritos por ellos 

para el acrosoma y la región pÓstacrosomar' fueron diferentes a Jos observados en 

el presente trabajo. En base a ésto, se encontró que la fracción 1 tuvo el porcen

taje más elevado de espermatozoides con acrosoma intacto, en comparación con 

el semen fresco. ·En fa fracción ·2 se observó un bajo porcentaje de acrosomas 

intactos, debido a que la mayor parte de éstos se recuperó en la fracción l. Se 

puede afirmar que la fracción 2 estuvo compuesta en una cuarta parte por esper

matozoides de buena calidad que lograron atravesar el filtro y las otras tres cuar-
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tas partes por espermatozoides muertos, anormales o dañados que primeramente 

fueron retenidos por el filtro y que fueron desplazados de éste, por el diluente 

teñido. Otra vez, estos valores son diferentes a los encontrados por Medrano 

(1993) quien reporta 52 % de espennatozoides con acrosoma intacto. 

Tanto el porcentaje reportado por Medrano como Jos valores encontrados 

en el presente trabajo son inferiores a Jos reportados por Anzar y Graham (1993) 

en semen de toro, quienes lograron incrementar a más del 90% Jos espermatozoi

des con acrosoma intacto, después de filtrar el semen en columnas de Sephadex 

con intercambio de iones, en comparación del 84% cuando utilizaron Sephadex 

sólo. 

La fracción 3 registró el porcentaje más elevado de espermatozoides que 

no presentaron acrosoma ni anillo postacrosomal, estando representada esta frac

ción, casi en su totalidad, por espennatozoides que quedaron retenidos en Jos 

filtros, los cuales posteriormente fueron arrastrados por el citrato de sodio al 

efectuar el lavado de las columnas de filtración. 

La fracción retenida presentó los valores más elevados de espermatozoides 

con acrosoma hinchado y acrosoma dañado, también presentó un alto porcentaje 

de espermatozides con acrosoma intacto. Estos resultados indican que al quedar 

retenidos los. espermatozoides muertos o dañados dentro de las columnas de fil

tración, éstos fonnán una barrera que impide el paso a otros espermatozoides, 

aún y cuá~d~ é~to~ no tengan alteración morfológica o daño acrosomal, por lo 

cual dentro; d~ .ia frácción retenida se encontraron espe~atozoides con todo tipo 
de caéacterÍSli~~s.. \· :;· .. . ,'.-•, 

A este respecto, landa y col. (1980) mencion~fl ~u~·1i;~eténción de esper

matozoides de carnero o bovino dentro de los filirosfüé indep~~di~nte del· porc 
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centaje de espermatozoides con acrosoma intacto. Crabo y col. (1986, citados 

por Samper, 1992) al hacer la filtración del semen a través de columnas de 

Sephadex, observaron que los espermatozoides con acrosoma dañado general

mente quedaron atrapados en el filtro. Estos hallazgos se confirmaron en el 

presente trabajo, ya que aproximadamente el 83% de los espermatozoides con 

alguna alteración acrosomal, fueron retenidos en los filtros. 

Influencia del diluente en la calidad espermática. 

Se ha visto que los diluentes tienen un papel importante en la conservación 

de la integridad espermática. Bustamallle y lf:llencia (1981, citados por Ra11ge/, 

1985), encontraron que el diluente a base de Tris-yema de huevo es suficiente 

para proteger la integridad acrosomal durante el proceso de congelación, mas no 

la motilidad progresiva. También observaron mayor motilidad progresiva y un 

mayor número de células con acrosoma normal cuando congelaron semen de 

carnero con diluente a base de Tris-yema de huevo-glicerol. A su vez, El-Gaa

fary (1990) menciona que el daño acrosomaf fue mayor en el semen diluído en 

lactosa y rafinosa. Medrano (1993), reporta que no hubo diferencias en la inte

gridad acrosomal para el semen de carnero diluído en Tris o leche. En el presente 

trabajo, aunque no se evaluó fa eficacia del diluente a base de Tris-glucosa-yema 

de huevo, se vió que éste mantuvo una buena motilidad espermática y no alteró la 

morfología ni la integridad acrosomal de los espermatozoides de carnero. 

A este respecto, Peña y Me/esio (1984) evaluaron daños acrosomales en 

el semen fresco y diluído de cameros. Para el semen fresco reportan un 4.6% de 

anormalidades acrosomales, para el diluído en Tris, glucosa y facícisa reportan -

6.0, 5.9 y 7.3% respectivamente. Ellos no reportan por separado los porcentajes 

de cada anormalidad acrosomal. 
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Morfología espermática e Integridad acrosomal. 

En relación al estado acrosomal de los espennatozoides normales tenemos 

que la fracción 1 presentó la mejor calidad espennática, superando al semen 

fresco y a las otras fracciones. Este mejoramiento se debe a la remoción de 

espennatozoides anonnales y dañados efectuada con la filtración del semen. Sin 

embargo, esta fracción, aún conteniendo la mayor cantidad de espermatozoides 

normales, presentó 15.0 unidades porcentuales de anormalidades acrosomales. 

La fracción 2, presentó una calidad espermática inferior al semen fresco, 

presentando en relación a las demás fracciones, los valores más altos de acroso

mas hinchados, dañados y sin acrosoma. Sin embargo, en relación al semen 

fresco presentó valores similares en lo que se refiere a acrosomas hinchados y 

dañados. Estas observaciones sugieren la existencia de una posible interferencia 

en la reacción acrosoma dañado-Sephadex, causada por el diluente teñido, el 

cual pudo impedir la fijación del acrosoma dañado de los espennatozoides al gel 

de Sephadex. 

En base a los resultados de la fracciones 3 y retenida, se puede inferir que 

el lavado del filtro, con citrato de sodio, desprendió del Sephadex, en mayor 

grado, a los espermatozoides sin acrosoma que aquellos que tenían acrosoma o 

restos de él. De lo anterior se puede sugerir que existen dos tipos de uniones 

entre el acrosoma dañado y el Sephadex; la primera, determinada por la presen

cia del acrosoma dañado, restos de él y/o enzimas acrosomales (unión fuerte), y 

la segunda debida a la unión de la cabeza del espermatozoide, sin acrosoma, y 

posiblemente algunas enzimas acrosomales (unión débil). Esta última con suscep

tibilidad a ser interrumpida cuando se efectúa el lavado del filtro. 

En la fracción retenida, se observaron todo tipo de características al ser 
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bloqueado su paso a través del filtro, tanto por la barrera formada por los esper

matozoides retenidos, como por el mismo filtro. Se puede inferir que la forma

ción de esta .barrera también está influenciada por el tipo de unión que se dá entre 

los acrosomas dañados y el Sephadex, persistiendo en esta fracción la "unión 

fuerte" que no es separada por el lavado del filtro. 

Siguiendo con la relación morfología espermática-integridad acrosomal, el 

mayor porcentaje registrado de espermatozoides que presentaron anormalidades 

primarias-acrosoma intacto, y anormalidades secundarias-acrosoma intacto se 

observó en la fracción I, misma que también presentó la cifra más baja de células 

sin acrosoma y careció de aquellos que no presentaron acrosoma ni anillo posa

crosomal. A diferencia de ésta, la fracción 2 presentó valores elevados de esper

matozoides con acrosomas dañados o sin acrosoma y un bajo porcentaje de 

acrosomas intactos. En la fracción 3, los espermatozoides anormales con acroso

ma intacto fueron muy escasos o nulos, en cambio, ésta fracción registró los 

valores más elevados de espermatozoides anormales sin acrosoma y sin acrosoma 

ni anillo postacrosomal. Estos resultados sugieren que los filtros de Sephadex 

poseen una elevada selectividad hacia los espermatozoides con acrosomas lesio

nados, independientemente de la morfología espermática; y ésto se muestra aún 

más con los resultados de la fracción retenida en la que predominan los esperma

tozoides anormales con acrosomas dañados. 

Concentración espermática. 

La concentración promedio de espermatozoides recuperados se reduce 

notablemente cuando éste es filtrado a través de columnas de Sephadex, porque el 

filtro retiene la mayor parte de los espermatozoides anormal,es, muertos o daña

dos. 
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La muestra de semen filtrada contiene una menor concentración espermáti

ca que la muestra original, pero a diferencia de ésta, los espermatozoides que 

contiene son normales, aumentando la calidad de la muestra.landa y col. (1980) 

encontraron que solamente un 22 % de espermatozoides de carnero pasaron a 

través de una columna de Sephadex cuando el semen fué diluído en leche entera 

homogeneizada, en comparación con 52 % cuando fué diluído en Tris. Estos 

resultados son inferiores a los encontrados en el presente trabajo. 

En semen de toro filtrado a través de Sephadex, lodhi y Grabo (1984), 

reportan un 55.0% de recuperación espermática posfiltración, siendo este resul

tado in~erior al observado en este trabajo. 

Por su parte, Was y col. (1991), reportan un 67% de espermatozoides 

recuperados cuando el semen se filtró a través de columnas de Sephadex, siendo 

este resultado similar al encontrado en el presente trabajo. 

En relación a los filtros de Sephadex con intercambio iónico, Anzar y 

Graham (1993) encontraron que aunque éstos mejoraron la calidad de las mues

tras de semen, la recuperación posfiltración de espermatozoides siempre es 

menor. Aunque éllos reportan la recuperación mas alta en filtros de Sephadex 

sólo, siendo por lo tanto superior al encontrado en este trabajo y a otros resulta

dos reportados por varios investigadores. 
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VI. CONCLUSIONES. 

La calidad del semen con respecto a su motilidad progresiva, porcentaje de 

anormalidades espermáticas e integridad acrosomal, se mejora significativamen

te mediante su filtración a través de columnas de Sephadex. 

La filtración del semen en Sephadex pennite obtener una población de 

espermatozoides, de mejor calidad, aunque en menor concentración que el eyacu

lado original, mediante la remoción de los espermatozoides muertos, anormales y 

dañados. 

La tinción de Kovács y Foore, resultó eficaz para teñir y diferenciar la 

morfología espermática y los distintos estados acrosomales de los espennatozoi

des de carnero. 

El diluente Tris-glucosa-yema de huevo mantuvo una buena motilidad 

progresiva en los espermatozoides de carnero. 

Se recomienda recolectar únicamente la primera fracción, porque las otras 

fracciones presentan en general, una baja calidad espermática. 
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ANEXO l. 

Composición del diluente de congelación para dÚuir semen de 

carnero an un sólo paso. 

Proporción de dilución, 1:4 (una parte de.semen+ 4 partes 

de diluente) . 

Ingredientes: 

- Tris 

(HiclroximeÚl)amino-metano. 

- Glucosa 

- Acido Cítrico (Monohtdrato) · 

• Y~má de ~u~y~: f~es~~> 
Glicero1 · · 

- Estre~t~n;i~lri.~ 
- Agua desÚlada c.~.; .. 

Cantidad: 

3.634 g. 

0;500 g. 

1.990 g;· 

.15. 000 g; 
.5·.oo~. g .• 

~100,000 UI> 

ioo mg. 

100 nÍl. 

----- ---------------------..;;, _ ... ':---;._ ·~ --__ -____ ._ __ -------------------
Tomado de Evans y' Maxwell. (1990) • 
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IX. ANEXO 11. 

Tinción y soluciones íyadoras. 

Las tinciones de Azúl tripán y rojo congo, que sirven para pruebas de 

viabilidad, consisten en: 

- Azúl tripán al 0.25% (Lab. sigma), en cloruro de sodio al 0.81 % , o 

- Rojo congo al 0.18% (Lab. sigma) en cloruro de sodio al 0.81 %. 

La solución de azúl tripán, se mantiene estable durante mucho tiempo. El 

colorante rojo congo, se debe preparar a diario a partir de una solución "madre" 

de rojo congo al 1.8% en agua destilada en una dilución 1 :9 con cloruro de sodio 

al 0.9%. El pH de ambos colorantes debe ser neutro (6.9- 7.2). 

El fijador estuvo compuesto de: 1) 86 mi de HCI plus 1.0 N. 2) 14 mi de 

solución de formaldehído (37% v/v). y 3) 0.2g de rojo neutro (Lab. sigma). 

La solución se debe sobresaturar con el rojo neutro y poner a un pH de 

0.4. El fijador se mantiene estable por mucho tiempo y puede ser utilizado repe

tidamente. 

La tinción para acrosoma, se prepara a partir de una solución "madre" del 

colorante Giemsa al 5%, aunque p~ede emplearse desde el 2.5 al 7.5% (Lab. 

sigma), en agua destilada (pH 6. 9) preparada en fresco antes de utilizarla. 

Procedimiento de tinción. 

A temperatura de cuarto se mezcla igual cantidad de golas de semen diluí

do (filtrado o sin filtrar) y azúl tripán o rojo Congo e inmediaiamente se prepa

ran los frotis, distribuyendo la mezcla uniformemente en todo el portaobjetos. 
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Las laminillas son secadas al aire, en una posición cercana a la vertical, 

manteniendo el final del frotado del portaobjetos en papel absorvente. El tiempo 

de secado puede ser afectado por la temperatura ambiente y la humedad. 

La fijación de los frotis se realiza en un recipiente conteniendo la solución 

rojo neutro-HCl-formaldehído (fijador), sumergiéndolos durante 2 a 5 minutos. 

Se enjuagan las laminillas por ambos lados, utilizando agua corriente y un 

enjuagado final con agua destilada. 

Posteriormente se sumergen en colorante Giemsa al 5 % , durante 20 a 24 

horas, para obtener un teñido satisfactorio. 

Variantes: se puede teñir con una solución de Giemsa al 2.5%, a una 

temperatura de 40ºC, dejando sumergidas las laminillas durante toda la noche, o 

en Giemsa al 7.5% por 2 a 4 horas. 

Los frotis se enjuagan con agua destilada corriente, después se mantienen 

en un recipiente con agua destilada por otros 2 minutos, seguidos de un segundo 

enjuague. 

Después se dejan secar al aire y se pueden examinar utilizando los objeti

vos de 40x o IOOx. 
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Notas técnicas. 

En el presente trabajo, evaluando espermatozoides muenos de camero, se 

logró identificar claramente las 5 clases de espermatozoides descritas por Kovács 

y Foote (1992), en base al estado de su acrosoma. 

Los resultados revelan que, la región postacrosomal de los espermatozoides 

muertos se tiñen de un color azul oscuro, violeta oscuro o morado. 

El anillo postacrosomal es de color rosa a rojo. 

La pa11e anterior de la cabeza de los espermatozoides con acrosoma intacto 

se aprecia de un color rosa intenso o lavanda oscuro, de aspecto uniforme y de 

contorno bien delimitado. 

La parte anterior de la cabeza de los espermatozoides con acrosoma hin

chado es de un color rosa pálido en algunos casos y rosa intenso en otros, la 

parte anterior de la cabeza se ve aumentada de tamaño a manera de un capuchón, 

además en algunos espermatozoides se aprecian una cspec ie de gránulos o bandas 

de color café oscuro. 

En los espermatozoides con acrosoma dañado, se aprecia como éste se va 

desprendiendo, fonnando cuaneaduras como si se estuviera despellejando. 

El color de la parte anterior de la cabeza de los espermatozoides sin acro

soma es rosa pálido o lavanda pálido; se confunden fácilmente con los esperma

tozoides de acrosoma intacto; lo que los diferencia es la intensidad de los colores 

y la forma del lúnite posterior del anillo postacrosomal, que en los espennato 

zoides con acrosoma intacto es recto y bien formado y en los que carecen de 

acrosoma, el límite es en forma de arco y en ocasiones 

no está bien delimitado. 

En espermatozoides que no presentan acrosoma ni anillo postacrosomal, la 

región postacrosomal está incompleta, y en ocasiones puede faltar totalmente. 
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