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RESUMEN:

En el presente trabajo se realizo una revisión de diversas técnicas de separación de

espermatozoides para mejorar la calidad seminal , se analizaron las técnicas de separación

en moco cervical, la separación con perlas de vidrio, los filtros de fibra de borosilicato, la

separación por filtros de sephadex, el uso de gradientes de percoll, la técnica de swim "p .

Hasta los conocimientos actuales del estado que guarda la investigación en filtración

de semen de caprinos, apoyado por alguna evidencia en ovinos, se puede inferir que las

mejores opciones son las columnas de sephadex, de fibra de vidrio de borosilicato y los

gradientes de percoll, respectivamente ya que permiten tener mejor recuperación de

motilidad después de la congelación y mejor porcentaje de acrosomas normales, aunque se

disminuya la concentración esperm ática. El swim-up aunque mejora la calidad espermática,

reduce el número de espermatozoides recuperados y tiene el inconveniente de la incubación

en CO2 a 37°C, lo cual retrasa el uso del semen. Así utilizando estos métodos puede

mejorarse la calidad del semen destinado a la inseminación artificial de cabras .

De cada técnica , se describe su uso, resultados obtenidos y las perspectivas de su

uso futuro .



n. INTROüUCCiüN.

En el estro natural la mucosa cervical ayuda a seleccionar a los espermatozoides

móviles y actúa como una barrera contra los no móviles. Esta selección cervical es desviada

en la inseminación artificial (Anzar y Graham, 1993 a y b; Hawk: et al., 1981).

El desarrollo de las biotecnologías reproductivas tales como la fertilización in vitro,

la transferencia de embriones, el sexado de embriones , la clonación y otras han demandado

el uso de espermatozoides con mayor capacidad fertilizante, por lo que se han utilizado

técnicas de separación de gametos masculinos de mejor calidad (Massip, 1981).

Mejorar la calidad de los gametos en fresco o después de descongelarlos, es una

prioridad tanto si el fin es la inseminación artificial como si se pretende realizar la

fertilización in vitro siendo ambas técnicas herramientas reproductivas para el

mejoramiento genético (Evans y Maxwell , 1987; Sandoval y Trejo, 1994).

La separación fisica de espermatozoides mótiles y no mótiles, utiliza diversos

métodos, los más utilizados han sido: La migración a través del moco cervical (Trejo el al.,

1986; Hafez, 1993), perlas de vidrio, fibra de vidrio borosilicato (Medrano el ai.";-1994 ),

Sefadex y Sefadex con intercambiadores de iones utilizados como filtros (Bangham y

Hancock, 1955; Acevedo, 1995; Samper, 1992; Anzar y Graham, 1993 a y b; Graham y

Graham,1990), gradientes de percoll (Trejo el al., 1986; Hafez, 1993), Swim-up (Suttiyotin

y Thwaites, 1993; Coscioni, el al., 200 1). Inicialmente, la técnica de filtración se reportó

como un método para separar espermatozoides vivos y muertos (Bangham y Hancock,

1955; Maki-Laurila y Graham, 1968). Por lo general la separación resulta exitosa,

fraccionando el semen en una porción de espermatozoides mótiles que pasan a través del

filtro y otra de espermatozoides inmóviles y/o muertos que son retenidos,

independientemente del filtro utilizado.
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Los filtros actúan al menos de tres maneras fisicas para mejorar la calidad seminal:

1.- Retienen los espermatozoides muertos, eliminando así posibles toxinas derivadas

de la descomposición celular en el medio.

2.- Retienen la mayoría de los espermatozoides inmóviles, permitiendo el paso de

espermatozoides mótiles, de esta manera se reduce la cantidad de espermatozoides

disponibles, pero se aumenta el porcentaje de espermatozoides con capacidad fertilizante.

3.- Los filtros retienen algunos espermatozoides anormales, especialmente con

anormalidades acrosómicas, lo cual aumenta el porcentaje de espermatozoides normales.

Se ha sugerido practicar la separación de espermatozoides para seleccionar una

población de espermatozoides más aptos para la fertilización, para concentrarlos , para

reducir la viscosidad, remover leucocitos, células de línea germinal, masas de residuos

citoplasmáticos, plasma seminal y para remover partículas extrañas o espermatozoides

aglutinados (Paulson y Polakoski , 1977; Marmor el al., 1980; Lechtzin el al., 1991; Vyas el

al., 1991; Moohan y Lindsay, 1995). La finalidad principal de la separación espermática es

tratar de aumentar su resistencia al proceso de congelación-descongelación, además se ha

utilizado también en el semen descongelado (Salamon, 1987; Lechtzin., el al 1991). La

mayoría de los reportes de filtración y congelación de semen, señalan que el semen

separado soporta mejor la criopreservación y subsecuente descongelación que el no filtrado

(Chandrahasan el al., 1986), sin embargo, esta resistencia sólo se ha medido en base a la

motilidad pre y pos congelación, y son pocas las pruebas de fertilidad realizadas con

espermatozoides separados. Por otro lado, Shalgi el al., (1981), señalan que aunque los

espermatozoides filtrados mostraron buena morfología y motilidad, su capacidad funcional

se afectó negativamente , no siendo capaces de penetrar ovocitos in vitro. Asimismo , Fukui

el al., (1983), observaron que el efecto de la filtración sobre la fertilización no fue
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significativo, y que la tasa de fertilización obtenida fue la más baja de ese trabajo en que se 

comparó semen filtrado y no filtrado. 

El método ideal de separación de espermatozoides, sería el que permite los más 

grandes números y mayor funcionalidad de los espermatozoides competentes, es decir 

capaces de fertilizar al ovocito al ser recolectados (Moohan y Lindsay, 1995). 

4 



ur.-OBJETJVO. 

Con la finalidad de realizar un manual de procedimientos para los usuarios dc 

cualquier nivcl en el Laboratorio de Reproducción Animal de la Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlán se realizó el presente estudio de revisión sobre la separación de 

espennatozoides para mejorar la calidad scminaL 
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REV ISiÓN DE LA LITERATURA 

A.~ SEPARACION EN MOCO CERVICAL. 

Se conoce que durante el estro natural, la mucosa cervical en conjunto con el moco 

cervical ayuda a seleccionar a los espennatozoides mótiles (Hawk el al .. 1977). 

Se han propuesto metodos de laboratorio basados en la migración de 

espennat07.oides a través del moco cervical, aprovechando la afinidad biológica que tienen 

los espennatozoides para viajar por ese medio (Langford, el al .. 1984). 

La técnica consiste en llenar tubos capilares con moco cervical principalmente de 

bovino ya que se consigue en abundancia, los espennatozoides suben contra la gravedad de 

la tierra y se almacenan en la parte superior del tubo capilar. Los espennatozoides que 

lograron llegar ahí, tienen la mejor motilidad . 

. ', . 
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B.- PERLAS DE VIDRIO.

Los primeros filtros utilizados fueron las perlas de vidrio, de varios diámetros, y la

fibra de vidrio borosilicato. Salamon , (1987), reporta que con el uso de los filtros

anteriores, la separación de los espermatozoides mótiles e inmótiles fue incompleta o

errática .

Las perlas de vidrio se han usado principalmente para la filtración de semen de

roedores (McGrath el al., 1977; Shalgi el al., 1981 ; Lechtzin el al., 1990), aunque se

utilizaron anteriormente en semen de toro (Bangham y Hancock, ]955), Yrecientemente en

semen de hombre (Lechtzin el al., 1991).

El diámetro de la perla que se ha utilizado, varia de 75 a 200 micrómetros. Se ha

reportado que la filtración a través de las perlas pequeñas proporciona mayor concentración

de espermatozoides mótiles que a través de las perlas grandes (Lechtzin el al., 1991). Para

sostener la columna de perla s de vidrio se coloca debajo de ella una perla de mayor tamaño ,

5 mm, y en ocasiones, se coloca encima de la columna una capa delgada de perlas de 3 mm

de diámetro, para evitar que la fluir el semen se rompa la uniformidad de la columna

(Bangham y Hancock , 1955). La altura de la columna, cuando se reporta, varia de 0.5 a 3.0

cm. En otros casos se reporta el peso de la columna. McGrath el al., (1977), señala 1.5

gramos para perlas de 200 micrómetros.

La filtración a través de perlas de vidrio, es un procedimiento rápido y sencillo que

tiene estas ventajas sobre los métodos estándar comúnmente usados para concentrar

espermatozoides mótiles (Lechtzin el al., 1991 ).
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c- fiBRA DE VIDRIO. 

La fibra de vidrio uti lizada son filamentos de borosilicato con un diámetro 

aproximado de 0.008 mm que puede utilizarse en combinación con acetato de celulosa o 

naylon para obtener mayor rapidez en el paso de los fluidos a traves del filtro (Cole-Parmer, 

2000). 

Para el procesamiento del semen desde hace varios año se ha empleado la filtración 

con fibra de vidrio, para separar los espennatozoides mótiles de los no mótiles, además se 

ha buscado separar los nonnales de los anonnales así como de acrosomas intactos de los 

dañados (Maki-Laurila y Graham, 1968; Paulson y Polaskoski. 1977: Landa el al. , 1980; 

Lodhi Y Crabo, 1984, Bangham y Hancock, 1955, Vyasel 01. , 1991). 

El primer reporte disponible, del uso de la fibra de vidrio como fil tro, la realizaron 

Mk.i-Laurila y Graham, en 1968, con semen de loro, desde enlonces se ha basado, la 

investigación generalmente en bovinos. 

Pau[son y Polakoski en 1977 y Paulson el al.. 1979. realizaron las primeras 

filtraciones en fibra dé yidrio con semen humano, con el objetivo de resolver ni·inferti lidad 

atribuible a la alta viscosidad del semen y bajo número de esperrnalo7..oides mótiles en el 

eyaculado, tanto en semen fresco como en el descongelado. 

La fibra de vidrio es el filtro más utilizado en trabajos de filtración de semen de 

varias especies y se ha preferido su uso sobre otros filtros debido a la facil idad del manejo y 

su menor costo (Krishnamurthi el al., 1983; Chandrahasan el al., 1986; Vyas el al., 199 1). 

Salamon en 1987, reporta que el uso de los filtros para la separación de los 

espennatozoides mótiles e ¡nmótiles es incompleta ya que las variaciones se explican por la 

gran cantidad de factores que intervienen en la filtración . 
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La filtración de semen de humano a través de fibra de vidrio se ha utilizado para

remover restos celulares y otras partículas de desecho y se ha observado que mejora la

motilidad en eyaculados de humanos fértiles como de infértiles (Koukoulis , el al., 1989;

Mannor, el al., 1980; Paulson y Polakoski , 1977; Paulson, el al., 1979).

El semen de caprino también se ha filtrado en fibra de vidrio obteniendo una

importante reducción en el porcentaje de anormalidades , tanto primarias como secundarias

(Trejo el al., 1986), aunque en pequeños rumiantes son muy escasos los reportes. Sin

embargo Medrano en 1993, observó que la filtración del semen de ovino en fibra de vidrio

no ocasiona cambios favorables en la motilidad progresiva en ningún momento de la

conservación .

En otros experimentos realizados por Marmor , el al., 1980, observaron que la

motilidad progresiva en semen de humano después de la filtración en fibra de vidrio

presenta una mejoría, con una variación de 18 a 48%, los factores que determinan la

variación es el medio en que se embebe el filtro y la posterior incubación de la muestra.

Otros investigadores mencionan que la concentración esperm ática tiende a variar

debido al tipo de filtros a utilizar, recuperándose de un 37 a 98% de la concentración inicial

en fibra de vidrio (Marmor el al., 1980; Trejo el al., 1986).

El tiempo que se ha reportado en el proceso de filtración varia de 2 a 3 minutos en

semen de toro (Chandrahasan, el al., 1986), mientras de que en semen de humano es de S a

15 minutos (Mannor, el al., 1980; Paulson y Polakoski, 1977).

Otra variable es la temperatura en la cual se lleva acabo la filtración (Vyas, el al.,

1991; Lechtzin, el al., 1991). Algunos investigadores la han realizado a 37° C ., a 22°C.

(Fayemi , el al., 1979), e incluso Graham y Graham en 1990, reportan la filtración a SOC

proceso del equilibrio del semen, aunque es poco utilizable .
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La filtración se ha realizado por gravedad, colocando los filtros en posición vertical 

y permitiendo el paso fluido de la muestra (Marmor el al. . 1980; Krishanamurthi el al., 

1983; Medrano 1993; Acevedo, 1995; Trejo el al., 1986). 

Los espermatozoides mótiles se orientan hacia abajo debido a la fuerza de gravedad, 

mientras que los muertos y dañados flotan , debido a que tienden a perder su poder de 

orientación (Chandrahasan, el al. , 1986), sin embargo Maki- L.aurila y Graham, 1968, 

util i7.aron presión negativa para la fil tración de semen de ovino en fibra de vidrio. 

El volumen a filtrar es variable, así tenemos que el semen de ralón, el volumen a 

fil trar fue de de 1.0 a 2.0 mi. (McGrath, el al. , 1977; Mientras de que Shalgi, el al. , 1981, 

utilizaron 1.5 a 1.8 mI. 

Medrano en 1993, realizó otro experimento con semen ovino, diluido en proporción 

1:4 ut ili7.ando un volumen de 1.0 mI. En filtro de fibra de vidrio. 

El semen fresco o diluido es el más ampliamente uti lizado en los trabajos de 

fil tración, independientemente del filtro usado (Lodhi y Crabo 19S4; Trejo el al., 1986; 

Medrano, 1993; Paulson y Polakoski , 1977). 

Otros investigadores han preferido filt rar el semen descongelado y de esta manera 

evaluar su recuperación (paulson, el al., 1979; Fukui , el al. , 1983; Lechtzi n, el al 1991 ; 

Salamon, 1987; Medrano, 1993). 

El peso del filtro parece ser la variable más importante cuando se utiliza fibra de 

vidrio. Moohan, el al., 1994, Paulson y Polakoski, 1977, recomendaron utilizar de 20 a 60 

miligramos en los filt ros. 

Otros reportes obtenidos manejan de 20 a 100 miligramos, con buenos resultados 

(Koukoulis, el al. , 1989; Vyas, el al., 1991). 
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La ahura de las columnas que forman ei filtro varia de 2 a 6 cm. (Lodhi y Cramo, 

1984; Chandrahasan, el al. , 1986). Fukui, el al., en 1983, utilizaron fibra de vidrio de lO a 

12 micras. (Figuras j y 2). 

Se ha mencionado que el procedimiento de filtración no pe~udica la estructura 

espermática ni los procesos subsecuentes de capacitación acrosómica, fijación a la zona 

pelucida y fertilización (Lcchtzin, el al., 1991 ).Por lo que la filtración del semen puede ser 

utilizada como un procedimiento de rutina en bancos de semen para mejorar la calidad de 

eyaculados pobres (Vyas, el al. , 1991 ; Chauhan, el al., 1993). 

El tiempo que dura la filtración varia de acuerdo a las especies donadoras del 

semen, al tipo de filtro y a la fluidez de la muestra de semen completo o diluido. 

El manejo del filtro antes de ser utilizado esta encaminado a favorecer el paso de los 

espermatozoides evi tando que presenten cambios buscos de temperatura y contaminación. 

El filtro de fibra de vidrio puede ser lavado con alcohol yagua destilada o ser esteril izado a 

18O"C. por 30 minutos (Mannor, el al., 1980; Chandrahasan. el al., 1986), Mientras que 

Koukoulis, el al" 1989, recomiendan lavar con solución salina. 

Marmor el al. , ( 1980), encontraron que la fibra de vidrio no selecciona a priori las 

formas más aptas para la fecundación. Sin embargo, tales variaciones en los resultados se 

expl ican por la gran cantidad de factores que intervienen en la filtración. no obstante, la 

fibra de vidrio es un fillro muy utilizado y actualmente sigue en uso (Krishnamurthi el al. , 

1983; Chandrahasan el al., 1986; Vyas el al., 1991 , Medrana, 1993). 
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Fiz. 1:Filtro de fibra de vidrio de....,

borosilicato.
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Fig. 2:Espermatozoide anormal 
capturado por una fibra de 

vidrio de borosilicato. 
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0 .- FILTRACION EN SEPHADEX. 

El sephadex es un carbohidrato especialmente tratado (dextrina de almidón) que al 

activarse forma un gel compuesto por pequeñas esferas porosas con diversos diámetros, y 

es utilizado para separar espennatozoides en cuanto a motilidad. morfología acrosómica e 

incl uso aunque en porcentajes bajos por cromosoma sexual (Fayem i el al., 1979; Guerrero, 

1981 ). 

Existe la hipótesis de que la retención en el filt ro de espermatozoides muertos o 

dañados, se realiza por una interacción entre la superficie esperm.<i.tica y el filtro, entre 

proteínas de la membrana y los carbohidratos del filtro (Lodhi y Crabo, 1984). Se ha 

reportado que en ovinos una proteína llamada clusterina, presente en la membrana 

espermática, que al existir algún daño en dicha membrana se expone la enzima fijá ndose 

firmemente al sephadex ($amper y Crabo, 1988). 

Comparando un filtro de fibra de vidrio-sephadex, a lgodón~.fephadex , y otro fil tro 

de fibra de vidrio, Samper el al. (1988), observaron que los filtros con .fepllOdex. retienen 

más espermatozoides debido al efecto del diluente utilizado, tiempo de filtrac ión y 

concentración de la muestra sobre la cubierta proteica del espermatozoide y las moléculas 

expuestas a la membrana. 

El porcentaje de motilidad progresiva y el de acrosomas normales obtenidos 

después de la filtración a traves de sephadex, por lo general es superior al observado antes 

de filtrar (Graham y Graham, 1990; Vyas el al., 1991). La correlación entre el porcentaje de 

espermatozoides que pasan el filtro, y la moti lidad progresiva o acrosomas intaClOS es en 

promedio 0.6 para semen de bovino (Landa el al., 1980). 
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Salamon (1987), señala que en pruebas de fertilidad con semen descongelado de

toro y verraco, los resultados de la filtración con sephadex estuvieron bien correlacionados

con la fertilidad.

El tipo de sephadex más usado para filtrar semen es el G-15, aunque también se ha

utilizado el G-IO y G-50 que son menos eficientes (Landa el al., 1980; Graham y Graham,

1990; Vyas el al., 1991), Yel diámetro de la esfera varia de 40 a 120 micrómetros. El peso

y la altura del filtro que se han reportado son de 3 gramos por filtro, y de 6 a 10 milímetros ,

respectivamente. (Graham y Graham , 1990; Lodhi y Crabo, 1984; Vyas el al., 1991 ).

Obsérvese Figura 3.
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Fig. 3:Filtro de Sephadex
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E .- GRADIENTES DE PERCOLL

El procedimiento de la separación con Percoll, se descubrió en 1989-1990, y este

procedimiento fue transmitido a través de comunicaciones personales. Pero recientemente

este procedimiento parece ir ganando popularidad en la fertilización in vitro en la mayoría

de las especies (Trejo, 1991).

El Percoll puede ser usado para la purificación de células, virus y organelos .

El Percoll consiste de partículas de sílica coloidal, con un diámetro de 15 a 30 nm,

las cuales son cubiertas con un revestimiento de polivinilpirrolidona que minimiza la

interacción con el material biológico. El Percoll tiene como ventaja ser completamente no

tóxico para las células además de ser esencialmente dependiente de la polivinilpirrolidona

(Sharpe, 1988; Avery y Grevet 1995).

La eficiencia de la centrifugación con gradientes de densidad con Percoll , ha sido

demostrada al obtenerse buenos porcentajes de motilidad y espermatozoides

morfológicamente normales (Moohan y Lindsay, 1995), extraídos estos de semen

congelado y/o fresco, según el caso, así mismo mejorar el semen de baja calidad , para

incrementar la calidad, eficiencia y fertilización de los espermatozoides (Buzby el al , 1993;

Zheng el al. , 1992).

Los gradientes de Percoll típicos son de 55% a 90% (Avery y Grevet 1995).

Aunque también se usan desde 45% (Hochi el al., 1994; Parrish el al., 1995; Valcárcel el

al., 1996; Van Soom y Kruif, 1994) Yen ocasiones al 35% (Bailey y Buhr, 1994; Chan et

al., 1994; Hochi el al., 1994). Después de una centrifugación, la motilidad espermática es

observada y recuperada de la fracción inferior, mientras los espermatozoides muertos, el

plasma seminal, el diluente (por ejemplo yema de huevo) y el resto están situados en la

fracción superior (Avery y Grevet 1995). El porcentaje de esperma recuperado es alrededor
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del 50%, el cual es de 5 a 10 veces mayor que en el procedimiento Swin-up (Avery y

Grevet 1995; Parrish el al., 1995). Figura 4.

La separación del semen en gradientes de PercoIl, es simple de desarrollar y los

resultados de motilidad son altos y las fracciones que se obtienen son limpias (Avery y

Grevet 1995).

Se conoce poco acerca de los efectos adversos del Percoll en VIVO, pero

teóricamente parece ser posible que las partículas de éste que invaden al espermatozoide

preparado, pueden incitar una respuesta inflamatoria en el endometrio, trompas de Falopio

ó cavidad peritoneal (Arora el al., 1994), mas sin embargo, sus efectos benéficos son

mayores después de desarrollarse la selección de los espermatozoides por los gradientes de

Percoll, ya que mejora el porcentaje de morfología normal, tasa de supervivencia, nivel de

madurez nuclear, contenido adenosina-trifosfato y la capacidad de fertilización in vitro

(Chan el al., 1994).
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Fig. 4:Tubo para gradientes de Percoll
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F .- SWIM-UP.

El swim-up o (nado ascendente) de los espermatozoides , es una técnica que

aprovecha una cualidad esperm ática basada en un geotropismo negativo, que induce a los

espermatozoides mótiles a nadar contra la gravedad del globo terrestre. Figura 5.(Trejo el

al., 2004)

Para la separación de los espermatozoides viables la técn ica se basa en una

centrifugación del eyaculado en un medio HTF (Human Tuba) Fluid ) modificado, seguido

de una incubación a 37°C en una atmósfera de 5% de bióxido de carbono, seguido de un

ascenso de los espermatozoides viables y su posterior recuperación en el medio

sobrenadante . (Trejo el al., 200 4) .

Un procedimiento estandarizado consiste en centrifugar a 3500 rpm los

espermatozoides inmersos en un medio líquido de tal forma que aquellos que presenten

anormalidades se sedimenten y los sanos floten y a part ir de este sobrenadante realizar

pruebas directa s e indirecta s que permitan conocer la calidad del semen y posterior a ello

elaborar pajillas , mejorando así la tasa de fertilidad para una insem inación futura. Los

espermatozoides recolectados del sobrenadante, no solamente presentan mejor calidad,

fisica sino que mejoran en cuanto a la integridad del DNA. (www.cegyr.co m/cpac.html•

.../science?_ob=ArticleURL&_aset=A-WA-A-VY-MsSDUW-UUA-AUBVVVYz c z ­

VECEYYIOIJ0/02).
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Fig. 5:Tubo para Swim-up
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G .- OTROS METODOS DE FILTRACION.

Otros filtros menos utilizados son: poliacrilamina, gel de sílice (Lodhi y Crabo ,

1984), gradientes Ficoll.

El ficoll es una sustancia ampliamente utilizada en la separación celular, sin

embargo en el semen ha sido desplazado por el percoll . el FicoIl es un polímetro sintético

de alto peso molecular 400000 d. Se obtiene a través de la copolimerización de la suerosa y

la epiclorodrina; las soluciones de ficoll se producen en un rango de densidad de 1.00 a

1.17 g/mI y son osmoticamenete inertes a esa concentración. No es tóxico y suele tener una

influencia de protección sobre la célula, sin embargo su principal desventaja es su alta

viscosidad.(Sharpe, 1988).
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H .- RESULTADOS OBTENIDOS EN SEPARACION DE ESPERMATOWiDES.

a.i.. AVANCE EN MOCO CERVICAL BOVINO.

Simán el al., (1987), Trabajando con semen caprino y tubos con moco cervical

bovino probaron que existe una migración contra la gravedad de la tierra y al mismo tiempo

encontraron que la migración en esos tubos capilares con moco demostró ser útil para

evaluar objetivamente la motilidad del semen y al mismo tiempo dependiendo del tiempo

transcurrido se separan los espermatozoides mótiles antes o después de congelar, como se

muestra en el cuadro I donde la recuperación fue de 920 espermatozoides / mm2 a las cero

horas, 940 a las dos horas y 300 a las 24 horas.

~ .
2 V 24 horas a S°c.

Tiempo transcurrido Cantidad de espermatozoides en el tubo capilar.
Cero horas 920 Espermatozoides/mm"
Dos horas 940 Espermatozoides/mm"
24 horas 300 Espermatozoides/mm?

Motilidad progresiva promedio del semen fresco 70%
Adaptado de Simán, c.G., Herrera, O.D. y Tre]o, G.A., 1986.

I Cuadro 1. Motilidad nrcaresiva de los esnermatozoides canrinos mantenidos durante I

Considerando un promedio de 3000 millones de espermatozoides/mI de semen y

multiplicando los valores por diez para obtener el mililitro, se tendría una gran pérdida,

pero se obtendría una dosis de buena calidad por micropipeta con moco cervical.
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H.2.- FILTRACIÓN EN FIBRA DE VIDRIO DE BORO SILICATO.

En México, la filtración del semen caprino se realizó por Trejo el al., 1986 y

Reséndiz el al., 1996) mientras que en ovinos se tienen datos de Medrano el al., 1994 y

Juárez el al., 1994), sin embargo solamente han sido inseminadas ovejas después de filtrar

el semen (Castro el al., 1993).

La primera referencia de filtración de semen caprino, la realizaron Trejo el al., en

1986, encontrándose efectos significativos para la motilidad progresiva que fue el 54% para

los espermatozoides filtrados y de 26% para el semen sedimentado que no paso el filtro de

borosilicato (cuadro 2). También existieron menos anormalidades secundarias en el semen

filtrado 8.5% que en el semen sedimentado 16.8% (cuadro 2), observándose ventajas al

utilizar este método.

Cuadro 2. Efecto de la filtración del semen caprino sobre la metilidad progresiva, las
anormalidades secundarias y la concentración espermática.

Concentración
Motilidad Anormalidade Anormalidades espermática

Tratamiento Progresiva ('Yo) s primarias secundarias ('Yo) (millones)
('Yo)

. . -
Semen fresco 64.8±16.7 a 0.0 14.5±10.7 b 4188±243

Semen Filtrado 54.0±16.7 a 0.2 8.5±3.2 a 4130±215
Semen

sedimentado 26.0±11.4 b 0.7 16.8± 5.4 b
diferencia

fresco-fiItrado 10 ---------------- 6 58
Letras diferentes en las columnas, representan diferencias significativas (P<o.Ol) Ji
Cuadrada
Tomado de Trejo, G.A. el al., (1986)

Por otra parte Reséndiz, el al. , (1996), encontraron diferencias a favor del semen

filtrado en fibra de vidrio, solamente para la presencia de acrosomas normales , lo cual en

semen descongelado es una ventaja para mejorar los porcentajes de inseminación artificial

(Cuadro 6). Observándose las ventajas de utilizar este método como una forma de separar
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los espermatozoides, aunque pueden presentarse varios resultados según la especie y el tipo

de semen ya sea fresco o congelado.

En semen de carnero, Medrano el al., (1994), han realizado algunas experiencias,

con diferentes medios de conservación y no encontraron diferencias ni entre los filtros de

borosilicato, ni entre la interacción filtro-medio.

Cuadro 3. Porcentaje de motilidad progresiva en base a los factores momento de
conservación, diluente y filtro (Media ± Error estándar),

Momento de
conservación Semen diluido Semen refrigerado Semen descongelado

Diluente Tris Leche Tris Leche Tris Leche
Sin filtro 42.4±1.9 a 47.l±1.9 a 25.3±2.0 b 35.3±2.0 c 22.4±1.9 b 9.4±1.9d

Filtro 30 mg 47.0±1.9 a 50.4±1.9 a 27.9±2.0 b 36.2±2.0 c 23.7±J.9 b lO.4±1.9 d
Filtro 50 mg 48.4±1.9 a 49.O±J.9 a 26.9±2.0 b 35.6±2.0 c 20.5±J .9 d lO.7±1.9 e
Letras diferentes indican diferencia estadística (P<0.03).

ITomado de: Medrano el al., (1994).

Otros investigadores como (Juárez el al., 1994), encontraron diferencias

significati vas al mojar la fibra de vidrio borosilicato con diluente a base de leche, a base de

tris o con citrato de sodio, obteniendo mejores resultados con citrato de sodio 98mM. Y se

obtuvieron mejores resultados con 50mg de borosili cato que con 30mg , siendo la motilidad

promed io de 41.7% y 45.8% para el diluente tris y de 43.3% y 44.2% para el diluen te de

leche respectivamente como se observa en el cuadro 4.

Cuadro 4. Porcentaje de motilidad progresiva en semen de carnero en base al diluente
V al filtro (Media ± Error estándar).

Diluente
Filtro Tris Leche

30 mg de Borosilicato 41.7 ± 4.5 ab 43.3 ± 4.5 a
50 mg de Borosilicato 45.8 ± 4.5 a 44.2 ± 4.5 a

Sin filtrar 30.0± 4.5 b 35.0±4.5 a
Letras diferentes, indican diferencias significativas (P<0.04).
Tomado de: Juárez L.R. el aL, (1994)
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No se conoce la fertilidad del semen separado por motilidad ya que los

experimentos realizados en México han demostrado buenos resultados en el laboratorio y la

única experiencia que se tiene con ovinos se realizó con seme n refrigerado . Las hipótesis

señalan que cuando se utiliza semen congelado, este sufre cambios en la membrana

plasmática que alteran su fertilidad, por eso mejora la calidad con la filtración, pero el

semen refrigerado no sufre alteraciones, por lo tanto casi todos los espermatozoides pasan

el filtro, por lo que en este experimento no hubo diferencias entre el semen filtrado y semen

sin filtrar como se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Efecto de la inseminación con semen filtrado a través de borosilicato sobre
la fertilidad de un rebaño de ovejas Criollas.

Ovejas Ovejas Porcentaje de
Gruno inseminadas paridas narleíén

Semen refrigerado
2-5 boras 25 4 16.0a

Semen filtrado
Refrigerado 24 '1 29.2 a

Semen sin filtrar
Refrigerado 24 8 33.3 a

Monta Natural 18 12 66.6b
Letras diferentes en las columnas, representan diferencias si2llificativas (P<O.03)
Tomado de: Castro el al., (1993).
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H.3.- FILTRACIÓN DE SEMEN EN SEPHADEX.

La observación ha mostrado que todos los espermatozoides que pasaron las

columnas de sephadex tenian motilidad progresiva, pero algunos espermatozoides retenidos

también se movían, sin embargo estos invariablemente tuvieron daiio acrosomal (Vyas et

al. , 1992).

Landa ei al., (1980) YAcevedo (1995 ), fiitraron en sephadex semen de ovino y obtuvieron

una mejor calidad de semen en lo referente a motilidad progresiva, porcentaje de

anormaiidades espermáticas e integridad acrosomal .

Reséndiz el al., (1996), filtraron semen caprino en sephadex G 25-80 Yborosilicato

con 0.50 gramos y 20~ de diámetro en columnas de 14.5 cm de altura y obtuvieron buenos

resultados con el sephadex en lo que corresponde a recuperación de la motilidad progresiva

y con el sephadex y el borosilicato en lo referente a el porcentaje de acrosomas normales

ambos filtros tanto el de sephadex 89% y fibra de vidrio 88.3% de acrosomas normales

fueron mejores que los del semen sin filtrar 84% como se muestra en el cuadro 6.

- . - .
normales de los espermatozoides, después de la congelación de semen caprino filtrado

en fibra de vidrio y sephadex(Medias ± Error estándar).
Motilidad Recuperación de la Acrosomas

Filtros progresiva motilidad normales
progresiva

Sefadex 66.41 ± 1.39 a 84.69 ± 1.91 b 88.96 ± 1.08 a
Fibra de vidrio 69.41 ± 1.39 a 88.19 ± 1.91 a 88.39 ± 1.08 a

Sin filtrar 69.42 ± 1.40 li 88.86 ± 1.91 a 83.77 ± 1.08 b
Letras diferentes en las columnas, representan significancia estadística (P<O.OS).
Tomado de: Reséndiz, M.L. el aL, (1996).

ICuadro 6. Motilidad progresiva, recuperación de la motilidad nrozresíva v acrosomas I

Con estos resultados, es posibie apiicar con buenos resultados ia técnica ai semen

congelado, habiendo obtenido con semen de este experimento 30% de gestaciones en
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cabras criollas en pastoreo inseminadas con estro natural, independientemente del tipo de

filtración .
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H.4.- SEPARACION A TRA VES DE GRADIENTES DE PERCOLL.

El percoll, es una sustancia que tiene varias ventajas, por un lado permite o facilita

la capacitación espermática cuando los gametos se separan por este método reduciendo los

requerimientos de medio (Mendes el al., 2003) , encontraron que podían omitir la heparina

en el medio de cultivo para la fertilización in vitro.

Gardon el al., (2001), estudiaron la reacción del acrosoma en semen bovino y

obtuvieron 32% de espermatozoides con una reacción aceptable después de separar con

percoll contra 13% en la muestra control.

Trentalance y BeorJegui (2002) , compa rando el percoll contra el semen fresco

lograron en bovinos aumentar la motilidad progresiva de 60% a 83%.

Rho el al., (2001), compararon espermatozoides separados por percoll, swim-up y

fibra de vidrio con el fin de realizar fertilizaci ón in vi/ ro en ovocitos caprinos y los mejores

resultados evaluados como la formación de pronúcIeos en los ovocitos se obtuvieron

cuando se utilizó el percoll 54% contra 16% en los otros dos métodos.

Sin embargo Ortíz y Reyes ( 1999), trabajando con semen caprino separado por percoll

desp ués de la congelación no lograron mejorar el porcen taje de espermatozoides con

acrosoma normal aunque si incrementaron la recuperación de la motilidad progresiva . La

recuperación de la motilidad progresiva que es la proporción de espermatozoides que

recuperan motilidad después de la congelación fue mejor en el Percoll antes y después de

congelar que en el sobrenadante, siendo de 9.24% antes de congelar y de 12.9% después de

congelar contra 2.40% y 6.6% antes y después de congelar en el sedimento que no filtro por

el Percoll , como se muestra en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Medias minimo cuadráticas para las caracteristicas espermáticas de semen caprino
filtrado en gradientes de percoll antes y después de la congelación.

Sobrenadante del Sobrenadante
Característica Percoll antes de Sedime nto del del Percoll Sedimentó del

seminal congelar. PercoJl antes de después de Percoll después de
congelar. congelar. congelar

Motiiidad 6.25±1.55 1.50± 1.55 833±1 .55 4.08± 1.55
progresiva al ab e a be
descongelado

Recuperación de la 9.24±2.36 2.40±2 .36 12.9±2.36 6.64±2.36
motiJidad a b a ab
nroaresíva
Acrosomas 72.91±2.37 69.58 ±2.37 79.33±2.37 79.33±2.37
normales b b a a

Acrosomas 21.25±1.56 17.58±1.56 13.91±1.56 13.58±1.56
hinchados b ab a a

Acrosomas rotos 4.66±1.99 11.91±1.99 6.00± 1.99 6.08±1.99
a a b b

Acrosomas 1.00±0.33 0.91±0 .33 0.9I±O.33 1.08±0.33
ausentes a a a a

*Letras diferentes en los renglones, representan diferencias significativas (P<0.05).- . . ~ , - 4 ... .. _

I i omado de Ortíz y Reyes, i YYY.
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H.5.- SEPARACION ESPERMATICA POR SWIM UP.

Trejo, el al., 2002, trabajando con semen caprino separado por la técnica de Swim­

up antes de congelar encontraron que las variables que tuvieron cambios significativos

fueron la motilidad espermática progresiva , las anormalidades primarias , las

anormalidades secundarias y el porcentaje de espermatozoides normales .

En el cuadro 8 se presentan las medias mínimo cuadráticas para el semen de

cabritos jóvenes antes y después de la congelación y con una separación de

espermatozoides mótiles por la técnica del swim-up y se aprecia que para tres variables de

importancia fisiológica se obtuvieron ventajas con el tratamiento. La motilidad progresiva

fue mayor en el semen fresco que en el descongelado 30.5% contra 11.2%, lo que

representa el 36.6% de recuperación de la motilidad progresiva.

Los espermatozoides normales se incrementaron con el tratamiento 75.2% contra

65.8% después y antes de congelar respectivamente.

Las anormalidades primarias y secundarias se redujeron después del tratamiento en

beneficio de la calidad seminal.

La ventaja de la técnica swim-up, es la separación de espermatozoides viables en

individuos con oligospermia (Barros el al., 1985), esta misma técnica puede ser utilizada en

animales jóvenes donde todavía no se ha establecido una espermatogénesis del todo

normal , para mejorar su calidad seminal.

Al aplicar el procedimiento a los cabritos, fue posible mejorar las anormalidades

primarias y secundarias en las muestras y por ende el total de espermatozoides normales,

esto se logra por el movimiento propio de las células espermáticas que tienen geotropismo

negativo. Llama la atención que tanto el volumen seminal como la concentración

31

-----------~ --



espermática al utilizarlos como un ajuste matemático afectaron la motilidad progresiva del

semen descongelado y las correlaciones fueron positi vas lo que sugiere un sesgo de la

evaluación subjetiva en favor de las muestras con mayor población espermática, sin

embargo al ser ajustadas el efecto se corrige , por lo que la apreciación visual no altera el

efecto final sobre la calidad seminal. El aumento de 10% en espermatozoides normal es, no

se refleja en la motilidad, lo que indica que en este trabajo existió daño espermático, tanto

por la congelación como por el efecto de la centrifugación, y la recuperación de la

motilidad progresiva no superó el 50% que se ha señalado como adecuado después de la

congelación (Pickett y Berndtson, 1974).

Cuadro 8.- Efecto del Swim-up y la congelacíén sobre las careeterísticas seminales de
cabritos jóvenes (Medias mínimo cuádraticas).

TRATAMIENTO ANTES DE DESPUES DE CONGELAR CON
CONGELAR SWIM-UP

Motilidad progresiva 30.5% 5: 1.5 1L2~-t. :!: 1.5

Espermatozoides normales 65 .8% ± 2.9 b 75.2% ± 2.9 a

Anormalidades prima~ias 20.0% ± i.7 b i4.3% ± i.7 a
'.

Anormalidades secundarias 9.1% ± 0.6 b 2.2% ± 0.6 a

Letras diferentes en los renglones, representan diferencias significativas (P<0.05)
Tomado de Treja el a/ .,2004.

Treja el a/., 2004, utilizaron el swim-up para separar semen de cabritos jóvenes y lo

congelaron en pajillas de 0.5 mI o tubos criogénicos de 2.0 ml y sus resultados aparecen en

el cuadro 8, en el cual se aprecia que la motidad progresiva fue mejor antes de congelar

30.5% que después de congelar separando espermas por swim-up 11.2%, el semental

considerado en ese trabajo como una combinación constante heterospérmica, el tipo de

envase y la concentración espermática del semen fresco . Para el porcentaje de
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espermatozoides normales, se incrementaron con el swim-up de 65 a 75% y esta diferencia

se observo igualmente en las anorma lidades primarias y secundarias, el único efecto

significativo fue el tipo de envase . La motilidad progresiva fue mejor para el tubo

criogénico de 2 mi 25.5±3.1% contra 19.3±2.8%, lo que se refleja por ende en la

recuperación de la motilidad progresiva 81.3±12.5 % para 2 mi contra 58.1±11.1% para

pajillas de 0.5 mI.

Para las anormalidades espermáticas de origen primario ex istió una diferencia en

favor de la pajilla francesa con 5 mi 4.6±1.1% contra 16.4±1.3% en el tubo criogénico;

mientras que para las anormalidades de tipo secundario, existió un efecto inverso, siendo

menores en el tubo criogénico con 5.3±2.03 % contra 25.5±1.8% en la pajilla.

Es sabido que los ingredientes proteicos del diluente, en este caso yema de huevo,

protegen a los espermatozoides contra el choque frío y a mayor proporción de diluente

mejor protección (Corteel, 1981), esta protección es debida en mayor grado a que la

temperatura desciende con mayor lentitud. En el presente trabajo, no se alteró la proporción

de diluente, pero se aumentó la cantidad del mismo el).relación al la capacidad volumétrica

del contenedor ya fuera pajilla de 0.5 mi o tubo de 2 mi, y es evidente que este aumento de

volumen tuvo efectos favorables en la viabilidad espermática.

La congelación afectó de manera significativa la motilidad esperm ática, siendo

menor en el semen congelado, por lo que la covariable para esta característica fue altamente

significativa.

La recuperación de la motilidad progresiva fue mejor cuando se almacenó en

volumen relativamente alto de 2 mi que representó el 75% más que 0.5 mI. y aunque la

motilidad inicial fue más baja que la encontrada por Trejo, el al., 2002 , la recuperación fue

superior en los dos tratamientos, esto pudo deberse entre otras cosas a que la incubación en
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este trabajo fue en atmósfera al 5% de CO2, mientras que en trabajo anterior la incubación

se dio en atmósfera normal aunque en ambos casos se mantuvo una temperatura de 37°C.

Como quiera que sea , el mayor volumen de diluente favoreció la motilidad progresiva , por

lo que existen posibilidades de congelar semen de animales jóvenes en volúmenes mayores.

La motilidad progresiva, se vio afectada por la covariable de concentración

espermática, lo que significa que existe un pequeño error de apreciación, ya que la prueba

es subjetiva, los resultados parecen indicar que al observar mayor cantidad de células en el

campo del microscopio, se sobre estima la motilidad, sin embargo el error, no parece

afectar en forma considerable el resultado final.

En cuanto al porcentaje de espermatozoides normales no existieron diferencias

significativas, lo que indica que ambos tratamientos fueron aceptables, sin embargo para las

anormalidades primarias, si existió ventaja para las pajillas mientras que los papeles se

invirtieron para el tubo, la explicación lógica para este fenómeno , pone de manifiesto un

error de diseño en el experimento, los espermatozoides sanos, llegan a la parte alta del tubo,

los espermatozoides con anormalidades secundarias nadan más rápido que los de

anormalidades primarias, por lo tanto al llenar en primer lugar la pajilla, se absorben en

mayor cantidad las células con daño secundario, al llenar posteriormente el tubo , se

recolectan células con mayor cantidad de anormalidades primarias. Sin embargo los

espermatozoides normales no se alteran, lo que indica que estos se distribuyen en todo el

líquido sobrenadante.

Sin embargo queda un punto sin esclarecer, por que si no existe diferencia entre los

espermatozoides normales y si el tubo tiene mayor cantidad de daño primario, por que la

motilidad y la recuperación de la motilidad son mayores en el tubo de dos mililitros , esto
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fortalece la hipótesis de que mayor volumen de diluente, protege a los espermatozoides del

choque frío y aunque estén morfológicamente intactos, fisiológicamente están muertos .
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IV.- COROLARIO. 

Hasta los conocimientos actuales de! estado que guarda la investigación en filtración 

de semen de caprinos, apoyado por alguna evidencia en ovinos, se puede inferir que las 

mejores opciones son las columnas de sephadex, de fibra de vidrio de borosilicato y los 

gradientes de percoll , respectivamente ya que permiten tener mejor recuperación de 

motilidad después de la congelación y mejor porcentaje de acrosomas normales, aunque se 

disminuya la concentración espermática. El Swim up aunque mejora la calidad espermática, 

reduce el número de espermatozoides recuperados y tiene el inconveniente de la incubación 

en CO2 a 37°C, lo cual retrasa el uso del semen. Así utilizando estos métodos puede 

mejorarse la calidad del semen destinado a la inseminación artificial de cabras. 
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