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RESUMEN  

GURROLA LICEA MARIANA. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA 

FUNCIONALIDAD DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA Y EL ESTADO DE 

CAPACITACIÓN DEL ESPERMATOZOIDE OVINO UTILIZANDO 5ºC Y –5ºC 

DURANTE EL PERIODO DE EQUILIBRIO. (Bajo la dirección de Dra. María de 

Lourdes Juárez Mosqueda y MPA Rosa Berta Angulo Mejorada). 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura del 

periodo de equilibrio (5°C y –5°C), previo al congelamiento, sobre la viabilidad 

del espermatozoide ovino. Se utilizaron 8 eyaculados provenientes de 4 

machos en los que se evaluó: la motilidad, la viabilidad y el estado de 

capacitación en el semen fresco y después del proceso de criopreservación, 

previo enfriado a 5ºC y -5ºC. La viabilidad se determinó mediante la tinción del 

semen con Eosina-Nigrosina, mientras que para el estado de capacitación se 

usó la  técnica de Clortetraciclina. No se encontró diferencia significativa 

(p≤0.01) en la motilidad progresiva entre las muestras de semen fresco y las 

enfriadas a 5 y -5°C (83.7, 38.1 y 53.1%, respectivamente). Existió diferencia 

en la integridad membranal entre las muestras de semen fresco y las enfriadas 

a 5° y -5°C,  siendo similar en las muestras enfriadas (70.8 vs 30.87 y  38.37%, 

respectivamente) . Al comparar patrones de capacitación, no se encontró 

diferencia estadística significativa entre el semen fresco y congelado sin , en el 

semen enfriado, al agrupar los espermatozoides no capacitados y aquellos 

capacitados con y sin reacción acrosomal, existió diferencia estadística 

(p≤0.05) a favor del enfriado a -5ºC. Se concluye que el enfriado del semen a  –

5°C previo a la congelación disminuye el porcentaje de espermatozoides 

capacitados y con reacción acrosomal al descongelamiento.  
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1.INTRODUCCIÓN 

La inseminación artificial (IA) es una de las técnicas de reproducción asistida 

más importantes, que son utilizadas para el mejoramiento genético de los 

animales.1 Durante muchos años, los programas de IA se basaron 

fundamentalmente en el uso de semen fresco; con el descubrimiento del efecto 

crioprotector del glicerol durante el congelamiento,2,3 se ha puesto un mayor 

interés en el uso de semen congelado. 

Al utilizar nitrógeno liquido se permite mantener el semen congelado a –196ºC, 

logrando con esto que las reacciones metabólicas de los espermatozoides 

disminuyan considerablemente permitiendo su conservación por largos 

periodos de tiempo.4,5 Sin embargo, aún con las mejores técnicas de 

congelación, es necesario aumentar la concentración espermática en cada 

unidad de inseminación debido a la disminución del porcentaje de células vivas 

después del congelamiento.6 

Entre las causas por las que disminuye el porcentaje de espermatozoides vivos 

postcongelación se encuentran: el choque térmico, la composición del diluyente 

utilizado y los cambios osmóticos a los que se ve expuesto el espermatozoide.5 

Debido a que del 40% al 50% de los espermatozoides no sobreviven a la 

criopreservación y de este porcentaje del 20-30% presentan cambios por 

daño,7,8 se requiere incrementar el número de espermatozoides para así 

asegurar suficientes células viables, en el lugar y momento de la fecundación.5 

En la especie ovina la IA transcervical con semen congelado brinda tasas de 

concepción muy bajas, pero si se realiza una inseminación intrauterina los 

resultados mejoran notablemente8 con respecto a esto, Maxwell et al (1993)9 

reportaron que para la IA intrauterina profunda se necesitan 10 millones de 
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espermatozoides móviles para obtener más de un 50% de fertilidad, mientras 

que para la IA cervical se necesitan 10 veces más de espermatozoides. 

El problema de la criopreservación no es la habilidad del espermatozoide para 

mantenerse viable a -196°C sino sortear el daño que ocurre durante el 

congelamiento-descongelamiento. 7,10,11 

 La reducción de la viabilidad del semen congelado es atribuida a las 

alteraciones que sufre la membrana, tanto en su estructura como en su 

funcionalidad durante este proceso.11 

Por ello la criopreservación exitosa de semen, requiere del mantenimiento de 

las características morfofisiológicas del espermatozoide que le permitan 

conservar su capacidad fertilizante, por ejemplo, el mantenimiento de  las 

enzimas acrosomales útiles para la penetración al ovocito.12 

Para mejorar los resultados de fertilidad y prolificidad obtenidos en el empleo 

de la IA con semen congelado se ha sugerido que los estudios se enfoquen a 

mejorar la sobrevivencia de los espermatozoides y a causar el menor daño a su 

estructura durante el proceso de congelado-descongelado.  

El proceso de congelación se desarrolló sobre bases empíricas. Para ello, el 

semen diluido fue enfriado lentamente hasta que alcanzara la temperatura del 

refrigerador común, que es de 5°C. Sin embargo, el enfriamiento lento a 

temperaturas por debajo de los 0°C parece tener un efecto benéfico sobre la 

viabilidad e integridad de los espermatozoides, particularmente en aquellas 

especies en las que el espermatozoide es más sensible al choque por frío. Al 

continuar el enfriamiento hasta -5°C se ha logrado disminuir el daño a la 

membrana plasmática en el cerdo,13 en el ovino14 y  en el caprino.15  
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Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del enfriado a 

5°C y    -5°C precongelación sobre la viabilidad del espermatozoide del ovino. 

1.1 ANTECEDENTES 

La inseminación artificial (IA) se puede definir como un método reproductivo en 

el que las células sexuales masculinas son depositadas dentro del aparato 

genital femenino por medios distintos al de la cópula y su implementación ha 

permitido un mejor aprovechamiento del material genético de los machos.4  

El poco éxito obtenido con las técnicas tradicionales de IA utilizando semen 

congelado había sido un factor importante para limitar su uso en los rebaños 

ovinos, sin embargo, con los recientes avances tecnológicos se ha logrado 

mejorar la eficacia de esta técnica obteniendo grandes ventajas como son: 

• Mejora Genética: Utilizando sementales superiores e incrementando el 

número de crías por semental por año. 

• Fácil transporte del material genético: Se reducen costos al transportar 

semen ya que es más económico que transportar al semental, se evita la 

propagación de algunas enfermedades, permite el intercambio 

internacional de semen. 

• Conservación prolongada del semen: El semen de machos valiosos 

puede ser utilizado en años posteriores e incluso después de la  muerte 

del semental, así como la creación de “bancos de germoplasma”.1 

Sin embargo, la IA también presenta importantes desventajas ya que es 

necesaria la presencia de técnicos especializados, es una técnica que 

representa cierto costo y aunado a esto, los valores de fertilidad obtenidos son 

menores a los obtenidos con monta natural, particularmente cuando se utiliza el 

semen congelado en una IA cervical.8 La baja fertilidad obtenida con el uso del 
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semen congelado después de la inseminación cervical, ha sido relacionada con 

la reducida motilidad de los espermatozoides congelados-descongelados, 

posiblemente esto impide que se alcance una población suficiente de 

espermatozoides para atravesar el cérvix, el útero y finalmente el oviducto; 

siendo un número muy reducido de células las que llegan al lugar de la 

fertilización. Este problema se ha tratado de corregir utilizando semen que 

contenga una mayor cantidad de células motiles o modificando el sitio de 

deposición del semen por medio de una inseminación intrauterina con la ayuda 

de un laparoscopio1 (figura 1), por lo consiguiente, la IA con semen congelado–

descongelado ha tenido un uso relativamente limitado en la especie ovina.16 

 

Figura 1.- Inseminación intrauterina por laparoscopia utilizando semen congelado. 
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cervical.8 La baja fertilidad obtenida con el uso del semen congelado después 

de la inseminación cervical, ha sido relacionada con la reducida motilidad de 

los espermatozoides congelados-descongelados, posiblemente esto impide 

que se alcance una población suficiente de espermatozoides para atravesar el 

cérvix, el útero y finalmente el oviducto; siendo un número muy reducido de 

células las que llegan al lugar de la fertilización. Este problema se ha tratado de 

corregir utilizando semen que contenga una mayor cantidad de células motiles 

o modificando el sitio de deposición del semen por medio de una inseminación 

intrauterina con la ayuda de un laparoscopio1 (figura 1), por lo consiguiente, la 

IA con semen congelado–descongelado ha tenido un uso relativamente 

limitado en la especie ovina.16 

 

Figura 1.- Inseminación intrauterina por laparoscopia utilizando semen congelado. 

 

2. GENERALIDADES  

El espermatozoide fue descrito por primera vez por Leeuwenhoek en 1677, 

quien observó su forma general y describió los movimientos natatorios de la 

célula; pero fue hasta 1875 que Hertwig demostró la penetración del 

espermatozoide en el ovocito y la unión de ambos gametos.17 
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El espermatozoide o gameto masculino, es una célula alargada con una 

cabeza aplanada portadora del núcleo, un cuello que une a la cabeza con el 

flagelo, el cual se divide en pieza media, segmento principal y terminal; la pieza 

media contiene la maquinaria necesaria para la motilidad celular.6  (figura 2) 

 

Figura 2.- Esquema de la morfología espermática 

Modificado de Amann y Picket 198718; Juhász  et al 200019 

En la cabeza se encuentra el núcleo que contiene una cromatina altamente 

condensada, un contenido de DNA haploide; la teca perinuclear que se 

encuentra rodeando al núcleo y el acrosoma que ocupa la región anterior de la 

cabeza.20   

El acrosoma es una estructura membranosa que se origina durante la fase de 

espermatida a partir del complejo de Golgi, contiene enzimas como la acrosina 

y la hialuronidasa, que son necesarias para que el espermatozoide penetre las 

envolturas que recubren el ovocito.20 El acrosoma consta de una membrana 

interna que se encuentra justo arriba de la envoltura nuclear y una membrana 
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externa que esta íntimamente relacionada con la membrana plasmática de la 

parte anterior de la cabeza espermática.21 (figura 3) 

 

Figura 3.- Corte sagital de la cabeza  
 

En el caso del ovino se ha reportado que el espermatozoide tiene una longitud 

total de 67.2 μm, de las cuales, 8.2 μm corresponden a la cabeza 14.0 μm a la 

pieza media y 45 μm a la pieza principal y terminal del flagelo.23 

2.1 MEMBRANA PLASMÁTICA DEL ESPERMATOZOIDE  

El espermatozoide está rodeado completamente por la membrana plasmática 

(MP), que está organizada a manera de bicapa y constituida por lípidos, 

proteínas y carbohidratos. La MP es una estructura fluida, por lo que las 

moléculas lipídicas que la componen se mueven en el plano de la bicapa, estos 

movimientos se conocen como difusión lateral, rotación y flip-flop.24  

Los lípidos de la membrana son en su mayoría fosfolípidos, los cuales 

presentan regiones hidrofílicas e hidrofóbicas con interacciones bien definidas 

de lípido a lípido y de lípido a proteína, sin embargo la MP también contiene 

colesterol.25 

Longo et al 198722
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La composición lipídica de la MP es asimétrica ya que cada lado de ella está 

expuesto a un entorno diferente, los componentes protéicos son también 

asimétricos con dominios funcionales distintivos diferentes dentro de la 

membrana.25   

Se sabe que los fosfolípidos con carga neutral o positiva como la fosfatidilcolina 

y la esfingomielina se encuentran preferentemente en la cara extracelular de la 

MP y que los fosfolípidos aniónicos como la fosfatidiletanolamina y la 

fosfatidilserina se encuentran en la cara citoplasmática de la MP.24,25 

La relación existente entre fosfolípidos saturados e insaturados en la MP del 

espermatozoide ovino es cercana al 1:3, en donde el fosfolípido más 

abundante es la fosfatidilcolina, seguida en orden decreciente de concentración 

por la esfingomielina, la fosfatidiletanolamina, la  fosfatidilserina y los 

fosfoinositidos.26 (figura 4) 

 

 

Figura 4.-Esquema de la membrana plasmática, se puede observar la distribución de los 

fosfolípidos, glucolípidos y colesterol que la conforman. Modificado de Alberts et al (2008).25 

El colesterol también tiene una distribución asimétrica ya que tiene una mayor 

afinidad por la fosfatidilcolina y la esfingomielina por lo que se encuentra en su 

mayoría en la cara extracelular de la MP;25 manteniendo una relación 

colesterol:fosfolípidos cercana al 0.85:1.26 El colesterol influye en el estado de 

Cara extracelular 

Cara Citoplasmática 
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fluidez membranal ya que una mayor concentración de este se refleja en una 

mayor rigidez, lo cual se debe, a las características moleculares de este 

compuesto. Su estructura química presenta una composición espacial que le 

brinda una zona rígida formada por cuatro anillos cerca de su zona polar, que 

al interactuar con las los fosfolípidos adyacentes restringe la difusión lateral, 

disminuyendo la fluidez en esta zona.27 

Debido a su naturaleza hidrófoba; la MP presenta una permeabilidad selectiva, 

son  las cadenas hidrocarbonadas en la bicapa lipídica, las que proporcionan 

una barrera  semipermeable a sustancias iónicas y polares, sin embargo, su 

movimiento a través de las membranas es permitido por proteínas especificas 

por ejemplo, una molécula polar debe unirse a una proteína transportadora 

para que le permita el paso ya sea  a  través de un canal acuoso o por cambios 

conformacionales de la misma, mientras que las sustancias pequeñas sin carga 

pueden difundirse simplemente a través de la bicapa lipídica a favor de su 

gradiente de concentración.27 

2.2 ESPERMATOGÉNESIS 

La producción de espermatozoides es conocida como espermatogénesis, esta 

se realiza en el epitelio de los túbulos seminíferos de los testículos y tiene una 

duración de 41.2 días, con cuatro ciclos del epitelio seminífero con una 

duración cada uno de 10.3 días en el ovino.28,6 Durante la espermatogénesis 

las células germinales en desarrollo, experimentan una serie continua de 

divisiones celulares y cambios que comienzan en la periferia de los túbulos y 

avanzan hacia la luz de los mismos. 

En una primera etapa denominada espermatocitogénesis, las espermatogonias 

(células madre) sufren varias divisiones mitóticas, algunas de las células 
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resultantes tienen la finalidad sólo de proliferar para mantener una población 

estable de las mismas, mientras que otras se transformarán en espermatocitos 

que se dividirán por meiosis para reducir su contenido de DNA y convertirse en 

células haploides. Las células resultantes de este último proceso son las 

espermátides, las cuales sufren una serie de cambios estructurales y de 

desarrollo para formar a los espermatozoides en una segunda etapa conocida 

como espermiogénesis. La última etapa del proceso es conocida como 

espermiación en la cual los espermatozoides son liberados hacia la luz de los 

túbulos seminíferos. 

Los espermatozoides que provienen del testículo durante su transporte por el 

epidídimo experimentan una serie de cambios conocidos como maduración 

epididimal que incluyen cambios funcionales, como el desarrollo del potencial  

para la motilidad sostenida, la modificación de los patrones metabólicos y 

estructurales como la estabilización de estructuras, entre ellas, la cromatina 

nuclear, cambios en la superficie de la membrana plasmática y la pérdida de la 

gota citoplasmática.6 Además, durante este trayecto los espermatozoides 

entran en contacto con los fluidos epididimales siendo cubiertos por una capa 

de proteínas y carbohidratos conocida como factor descapacitante;28 en el 

carnero el transporte de los espermatozoides por el epidídimo tiene una 

duración de 16 días. Si bien los espermatozoides desarrollan la capacidad de 

fecundar al óvulo durante su transporte por el epidídimo, dicha capacidad se 

considera parcial ya que los espermatozoides deben experimentar el proceso 

de capacitación que los habilita para interaccionar con el óvulo, llevar a cabo la 

reacción acrosomal y penetrar al mismo.6, 29 
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2.3 CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA  

Los espermatozoides eyaculados no tienen la capacidad inmediata de fecundar 

ya que requieren de una fase adicional de maduración en el aparato 

reproductor de la hembra, que los prepara para fertilizar, la cual es conocida 

como capacitación y es un prerrequisito para que el espermatozoide pueda 

sufrir la reacción acrosomal.21, 30 En el caso del carnero los espermatozoides 

sobreviven en el aparato genital de la borrega de 30-48 hrs,6 mientras que para 

la capacitación sólo se requiere alrededor de 1.5 horas en promedio.31, 32 

Durante el coito el semen es depositado en la vagina de las borregas y es en 

este punto donde se inicia la capacitación, con la remoción del factor 

descapacitante, esto por parte de los fluidos del aparato reproductor de la 

hembra28 lo que se continúa en las regiones mas craneales, donde los 

espermatozoides permanecen adheridos a la superficie de las células 

epiteliales del oviducto. Sin embargo la capacitación no es específica de un 

órgano.6 Tampoco todos los espermatozoides se capacitan en el mismo 

momento ya que este proceso depende de  la respuesta individual de la 

célula.28 

Los eventos principales de la capacitación conducentes a la reacción 

acrosomal incluyen: 

I. El retiro de partículas intramembranosas del área de la membrana 

plasmática asociada con el acrosoma. 

II. La disminución de la rigidez de la membrana plasmática. 

III. El aumento de la concentración del calcio libre intracelular. 

IV. El aumento del metabolismo energético y de la motilidad del gameto.31  
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Se sabe que durante la capacitación los componentes superficiales que 

recubren al espermatozoide (ej. factor descapacitante) son modificados o 

eliminados por las secreciones del aparato reproductor femenino, lo que 

desestabiliza la membrana plasmática y permite la reacción acrosomal. Este 

proceso de desestabilización también se ve favorecido por una disminución del 

contenido de colesterol y una modificación de los glucosaminoglicanos, de la 

superficie espermática además de cambios iónicos, a medida de que el 

espermatozoide avanza por el aparato reproductor de la hembra. La 

capacitación causa los cambios acrosomales necesarios para que el 

espermatozoide penetre en las estructuras del óvulo, por lo que el proceso de 

capacitación impide la activación acrosomal prematura, retardándola hasta que 

los espermatozoides llegan al sitio de fecundación y entren en contacto con el 

óvulo.6 

Al igual que otros tipos celulares, los espermatozoides mantienen gradientes 

iónicos a través de la membrana plasmática; para mantener una concentración 

mayor de K+ y menor de Na+ en el espacio intracitoplasmático interviniendo la 

bomba de sodio/potasio.21 

Se sabe que durante la capacitación la concentración intracelular de K+ se 

reduce significativamente y al mismo tiempo de manera opuesta la 

concentración de Na+ se incrementa dramáticamente, reflejando un 

decremento en la actividad de la bomba de sodio potasio.21 

No se sabe mucho acerca del papel del calcio intracelular durante la 

capacitación. Se ha comprobado que la concentración de Ca2+ en el 

espermatozoide es baja, tanto en la  cabeza como en el flagelo, y aunque se 

desconoce la verdadera manera en que este se halla almacenado, se han 
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propuesto a las mitocondrias y algunas proteínas como reservorios. La 

regulación de Ca2+ intracelular se justifica por la detección de bombas de 

calcio, la existencia de un sistema antiporter Na+/Ca2+ y  el intercambiador 

Ca2+/H+, en la membrana plasmática del espermatozoide.21     

El requerimiento de calcio para la capacitación es posiblemente un reflejo de la 

dependencia de calcio de la adenilato ciclasa espermática. Esto debido a que 

se ha observado que durante la capacitación existe una elevación en los 

niveles de AMPc y en la fosforilación de proteínas espermáticas. Una de las 

proteínas fosforiladas durante la capacitación es la fosfolipasa C, que cataliza 

la conversión del fosfatidilinositol trifosfato (PIP3) en diacilglicerol (DAG) e 

inositol trifosfato (IP3), los cuales han sido involucrados en el incremento de la 

fluidez de la membrana plasmática y también en el aumento de su capacidad 

fusogénica.31 

Muchos investigadores han utilizado a la reacción acrosomal como un indicador 

de una capacitación completa, ya que para que se lleve a cabo la reacción 

acrosomal es necesario que el espermatozoide esté completamente 

capacitado.  

2.4 REACCIÓN ACROSOMAL 

El espermatozoide capacitado modifica su patrón de motilidad, cambiando de 

una forma progresiva lineal a un movimiento poco controlado no lineal con 

movimientos agitados en una sóla área, a este cambio se le conoce como 

hipermotilidad, el cual ocurre por lo general en el ámpula del oviducto y se sabe 

que esta modificación en los patrones de movimiento ayudan al contacto del 

espermatozoide con el óvulo.28 
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La reacción acrosomal (RA) consiste en la fusión de la membrana plasmática 

del espermatozoide con la membrana acrosomal externa sobre el segmento 

anterior del acrosoma seguida por la vesiculación de ambas membranas y la 

liberación de enzimas contenidas en el acrosoma mediante un proceso de 

exocitosis regulada; la falsa RA  ocurre por el envejecimiento o degeneración 

de los espermatozoides, donde se presenta la pérdida del acrosoma.6 

En una RA verdadera la zona pelúcida induce la reacción acrosomal a través 

de señales (glicoproteínas) que son acopladas a receptores (proteínas) que se 

encuentran en la región acrosomal del espermatozoide, estos receptores son 

expuestos durante el proceso de capacitación. 

La zona pelúcida del ovocito contiene tres glicoproteínas que reciben el nombre 

de proteínas de zona 1, 2 y 3 (respectivamente ZP1, ZP2 y ZP3). La ZP1 y la 

ZP2 son proteínas estructurales, mientras que la ZP3 interactúa con receptores 

de membrana del espermatozoide. Se conocen dos sitios de unión en el 

espermatozoide: la región primaria de unión (ZBR) que es la responsable de la 

adherencia del espermatozoide con la zona pelúcida; y la región en donde se 

encuentran los ligandos promotores de la RA (ARPR) que al unirse con la ZP3 

desencadenan una cascada de señalización dando inicio a la RA.28 

La única porción del acrosoma que se conserva después de la RA es el 

segmento ecuatorial, en el cual se establece un nuevo dominio de membrana 

que le permitirá al espermatozoide fusionarse con el óvulo. 

En esta característica también se difiere de la falsa RA ya que en esta última se 

produce un daño irreversible de las membranas del espermatozoide causando 

una pérdida prematura del contenido acrosomal y por lo tanto la incapacidad de 

completar la fertilización.28  
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La única porción del acrosoma que se conserva después de la RA es el 

segmento ecuatorial, en el cual se establece un nuevo dominio de membrana 

que le permitirá al espermatozoide fusionarse con el óvulo. 
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produce un daño irreversible de las membranas del espermatozoide causando 

una pérdida prematura del contenido acrosomal y por lo tanto la incapacidad de 

completar la fertilización.28  

3. CRIOPRESERVACIÓN DEL SEMEN  

El proceso de congelamiento del semen es conocido como criopresevación, 

como consecuencia de este proceso, el metabolismo de las células 

espermáticas se disminuye al mínimo, quedando activo únicamente el 

necesario para sobrevivir sin perder su capacidad fertilizante.33  

La IA utilizando semen criopreservado de carnero se ha visto limitada por las 

bajas tasas de fertilidad (25 al 45%) obtenidas.1  

El proceso de criopreservación causa diversos daños a la célula espermática, 

los cuales son provocados por los cambios de temperatura, el estrés osmótico 
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y tóxico que ejerce el crioprotector en la célula y la formación o disolución de 

hielo tanto fuera como dentro del espermatozoide.7  

Se ha comprobado que existen varios rangos de temperatura que se 

consideran zonas críticas de temperatura, cuando se reduce la temperatura por 

debajo de los 20°C, el espermatozoide comienza a presentar cambios físicos a 

nivel de la membrana plasmática, y  entre los -15°C y -60°C, se producen 

fenómenos como la formación de cristales de agua (sobreenfriamiento), la 

distorsión y desestabilización de la membrana y el estrés osmótico entre 

otros.11,16 De forma particular el semen de carnero sufre estos daños por 

congelación en el rango de temperatura de -10°C a     -25°C.34  

El sobreenfriamiento es el fenómeno que ocurre cuando la suspensión de 

células es enfriada más allá de su punto de congelación sin que se forme 

hielo;3 por lo tanto el sobreenfriamiento, ocurre cuando la temperatura decrece 

por debajo de 0° C y el agua extracelular se congela mientras que la 

intracelular no lo hace al mismo tiempo; ello debido a que la membrana 

funciona como una barrera que impide que el cristal extracelular crezca hacia el 

interior de manera continua.10 

Cuando los espermatozoides son enfriados a una velocidad lenta se permite la 

deshidratación, logrando que el agua intracelular salga, formándose los 

cristales de hielo en los compartimentos extracelulares y evitándose así que la 

célula se dañe por efecto mecánico, sin embargo cuando la célula se 

deshidrata se eleva la osmolaridad por la alta concentración de solutos 

intracelulares, causándose un estrés osmótico.16,33  
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Se ha comprobado que entre más rápido sea el proceso de congelación existirá 

una mayor probabilidad de que ocurra el fenómeno de choque frío y en 

consecuencia la muerte celular.10,34 

Thurston et al (2003)33 observó que las curvas de congelación eran 

interrumpidas por un incremento de la temperatura a los -5°C, seguido de un 

periodo de rápido enfriamiento hasta alcanzar la temperatura de la cámara de 

congelación, por lo que concluyó que esta fluctuación de temperatura 

correspondía a la liberación del calor latente de fusión por la formación de hielo 

dentro de la muestra y que este recalentamiento y el subsecuente 

congelamiento rápido tenían un efecto detrimental sobre las células. 

Por otra parte se ha observado que los espermatozoides que resisten el 

proceso de congelación y descongelación presentan modificaciones en la 

membrana plasmática similares a los que se producen durante la capacitación 

y la reacción acrosomal, como, la pérdida de fosfolípidos y colesterol o 

fracciones de estos.35 La membrana del espermatozoide se daña durante la 

criopreservación y el descongelado, por lo que es más permeable, y los iones 

que se encuentran en altas concentraciones en el medio extracelular como el 

Ca2+ y Na+ entran a la célula estimulando los eventos dependientes del calcio, 

como lo es la  capacitación y la reacción acrosomal.36 

Estos efectos han sido evaluados por la técnica de Clortetraciclina (CTC), un 

antibiótico, que tiene la capacidad de unirse al calcio presente en la membrana 

plasmática y seguir los cambios en su distribución durante la capacitación a 

través del uso de un microscopio de fluorescencia. 37,38  

Grasa (2006)32 realizó un experimento para validar la tinción de CTC en el 

ovino, induciendo la capacitación a espermatozoides recién eyaculados con 
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diferentes medios capacitantes, se observó que a las 0 hrs de incubación las 

células presentaban un 71.6% del patrón correspondiente a “sin capacitar”, 

pero transcurridas 4hr de incubación, los patrones presentes en las muestra 

cambiaban a un 55.6% presentando el patrón correspondiente a “capacitado”. 

Con esto la técnica de CTC quedó validada para determinar el estado de 

capacitación del espermatozoide ovino. 

Algunos autores han propuesto que durante la etapa de enfriamiento del 

semen, la membrana plasmática sufre cambios en el estado físico de los lípidos 

que la componen, que ocasiona que se presente una transición entre la fase 

del estado líquido-semicristalino al estado de gel.36 Este fenómeno hace que la 

membrana se vuelva rígida y pierda elasticidad, por ello, algunos 

investigadores han prolongando el tiempo de enfriado del semen hasta 

temperaturas cercanas a 0°C13,14 antes de congelarlo, con lo que se ha logrado 

mejorar la viabilidad de los espermatozoides. 

Por ello se puede suponer que si el semen se enfría durante un periodo de 

tiempo más largo, hasta alcanzar temperaturas más bajas, se permitirá el 

reacomodo transversal de los fosfolípidos y de los dominios de la estructura 

tridimensional lipídica de la membrana plasmática y se evitará la formación de 

hielo intracelular, manteniendo así su estabilidad y función. 

Además se ha reportado que el citoesqueleto es otra estructura que sufre 

alteraciones por la criopreservación. Watson (1995),10 menciona que las 

proteínas del citoesqueleto espermático que soportan las membranas 

plasmáticas y acrosomal, pueden presentar despolimerización y 

repolimerización dependiente de temperatura, lo cual también sería un reflejo 
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de los rápidos cambios de volumen que sufren las células espermáticas 

durante el proceso de congelación. 

Recientemente se ha demostrado que la TP del espermatozoide del bovino se 

daña durante la criopreservación; observándose que el porcentaje de 

espermatozoides con TP ausente se incrementa mientras que el número de 

espermatozoides vivos disminuye. Por lo que se ha inferido que el daño a la TP 

podría contribuir a la reducción de la viabilidad del semen congelado-

descongelado.39 

El presente trabajo pretende estudiar algunos de los procesos que ocurren en 

el espermatozoide cuando se expone a bajas temperaturas, para poder diseñar 

protocolos de congelación que permitan mantener la viabilidad de las células y 

con esto dar un impulso al uso de la IA en los ovinos. 
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4. HIPÓTESIS 

El daño a la membrana plasmática y a la funcionalidad del espermatozoide 

ovino disminuirá si el semen es enfriado lentamente hasta -5°C previo a la 

congelación. 

5. OBJETIVOS  

Objetivo general  

Evaluar el efecto del enfriado a 5°C y -5°C precongelación sobre la viabilidad 

del espermatozoide del ovino. 

Objetivos específicos 

1. Valorar el efecto del enfriado a 5°C y -5°C precongelación sobre la 

motilidad y la integridad de la membrana plasmática del espermatozoide 

ovino. 

2. Determinar el efecto del enfriado hasta 5°C y -5°C precongelación sobre 

el estado de capacitación espermática.   

3. Comparar el efecto de ambas temperaturas sobre la viabilidad del 

espermatozoide ovino. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

El presente estudio se realizó en el Centro de Enseñanza, Investigación y 

Extensión en Producción Ovina (C.E.I.E.P.O.) de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM, ubicado en el poblado de Tres 

Marías, municipio de Huitzilac, Estado de Morelos, entre los meses de enero y 

febrero del 2006. 

El centro se encuentra a una altura de 2810 m.s.n.m., el clima de la región es 

Cb (m) (w), con una precipitación pluvial de 1724.6 mm y una temperatura 

media anual de 9.9º C. 

Se utilizó el semen de 2 carneros de la raza Suffolk y 2 de la raza Dorset, con 

una edad entre los 2 y 6 años, los animales presentaban buena condición 

corporal y estaban físicamente sanos. 

La recolección del semen se realizó una vez por semana, colectando dos 

eyaculados por macho con el uso de la técnica de vagina artificial.1 

Los eyaculados recién colectados fueron mantenidos en un termo conteniendo 

agua a 30ºC y enseguida se evaluaron macroscópicamente, tomando en 

cuenta el volumen, el color (cualquier cambio en la coloración fue motivo de 

descarte) y la presencia de cuerpos extraños. 

Posteriormente se realizó la evaluación microscópica tomando en 

consideración la motilidad de los espermatozoides (movimiento en masa y el 

porcentaje de motilidad progresiva) y la concentración espermática del 

eyaculado. 

Motilidad en masa 

Se colocó una gota de semen sobre un portaobjetos limpio, seco y a 37ºC, se 

observó con un microscopio fotónico (Ernst Leitz GmbH Wetzlar 490678) a un 
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aumento total de 100X. La estimación de la motilidad se basó en el vigor o 

potencia de la onda espermática, valorándose entre 0 y 5. Eyaculados con una 

valoración menor o igual a 3 fueron desechados para no ver comprometida las 

pruebas.1 

Valor Clase Descripción  

5 Muy buena Ondas y remolinos de movimiento muy rápidos 

4 Buena Movimiento vigoroso, pero las ondas y remolinos no son rápidos 

3 Regular Ondas de movimiento lento 

2 Pobre No se aprecian ondas pero si movimiento de la muestra 

1 Muy pobre Muy poco movimiento 

0 Muertos Ningún movimiento 

 

Motilidad progresiva 

Se utilizó una gota de semen diluida en una gota de solución salina fisiológica 

sobre un portaobjetos limpio, seco y a 37ºC, se cubrió con un cubreobjetos y  

se observó al microscopio fotónico (Ernst Leitz GmbH Wetzlar 490678) a un 

aumento total de 400X. Se observaron varios campos y se valoró el porcentaje 

de espermatozoides motiles entre 0 y 100%,1 desechando los eyaculados con 

un porcentaje menor al 60%. 

Concentración del eyaculado 

Se determinó el número de espermatozoides por mililitro con el uso de un 

hemocitómetro, utilizando la técnica descrita por Salamon et al (1990).1    

6.1 EVALUACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

Se empleó la tinción de Eosina-Nigrosina para evaluar el porcentaje de 

espermatozoides con membrana intacta, utilizando para ello un frotis 

Adaptado de Salamon et al (1990). 
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espermático que fue observado en el microscopio fotónico (Ernst Leitz GmbH 

Wetzlar 490678) a un aumento total de 1000X. Para realizar el frotis se colocó 

una pequeña gota de semen sin diluir en un extremo del portaobjetos y se 

agregó el colorante en una proporción de 1:2 respectivamente, mezclando 

perfectamente para poder extender el frotis, dejando secar al aire, una vez 

seco se aplicó resina para montar el cubreobjetos. Posteriormente, se procedió 

a la evaluación en el microscopio fotónico (Ernst Leitz GmbH Wetzlar 490678) 

a un aumento total de 400X, se observaron 100 células por muestra, 

diferenciándose las células que tuvieran la membrana plasmática alterada, por 

permitir que el colorante penetrara al interior de las mismas, tiñéndose 

totalmente o parcialmente de un color púrpura, mientras que aquellas células 

con membrana intacta no permitieron la penetración del colorante y por lo tanto 

no se tiñeron (transparentes).40  

En la práctica los términos “viable” o “vivo” son utilizados para describir a las 

células que presentan la membrana plasmática intacta.41 

Algunos autores reportan que en los frotis teñidos con EN, los espermatozoides 

pueden observarse parcialmente teñidos y esto es considerado como un 

indicador de daño sobre la membrana, ya que hay una clara correspondencia 

de la porción no teñida con la región acrosomal de la cabeza, es posible que la 

yuxtaposicion de la membrana plasmática con la membrana nuclear justo 

después de la porción posterior del acrosoma en la región ecuatorial evite la 

difusión del colorante en esa porción de la cabeza.42   

Dilución del semen 

El semen fue diluido en un medio comercial* a base de glicerol, tris, ácido 

cítrico, fructuosa y antibióticos (según la norma europea vigente) adicionado 

* Triladyl® Minitube 
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con yema de huevo y agua bidestilada en una relación 1:1:3 respectivamente; 

ajustando a una concentración de 800 x 106 células por mililitro. 

Posteriormente, fue dividido en dos fracciones, una de ellas se empleó como 

semen fresco y la otra se sometió a un enfriamiento a dos diferentes 

temperaturas (5º y -5º) antes de congelar las muestras. 

La muestra a congelar se almacenó en pajillas tipo francés de 0.25 ml43 a una 

concentración final espermática de 200 x 106 por dosis, fueron selladas con 

alcohol polivinilo, obteniendo diez pajillas por eyaculado (cinco pajillas para 

cada tratamiento de temperatura). 

Periodo de equilibrio 

El enfriado inició a un temperatura de 22°C (temperatura ambiente), la mitad de 

las pajillas fueron llevadas hasta alcanzar 5°C (~ 2 horas) y la otra mitad hasta 

llegar a    -5°C (~ 1 hora más) utilizando para ello un recipiente de aluminio con 

capacidad de 350 ml conteniendo alcohol de 96° logrando con esto alcanzar 

temperaturas por debajo de 0°C en un refrigerador-congelador de uso 

doméstico. La temperatura interior de las pajillas fue monitoreada por medio de 

un termómetro digital cada 10 minutos. 

La muestra de semen fresco fue conservada en un tubo de ensaye protegido 

de la luz en un termo cerrado que contenía agua a 30 ºC permitiendo que la 

temperatura descendiera lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente, 

en estas condiciones la muestra se transportó al Laboratorio del Departamento 

de Morfología de la FMVZ de la UNAM para continuar con su evaluación. 

 

 

Congelación del semen 
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Una vez alcanzadas las temperaturas (5ºC y -5ºC) se congelaron las muestras, 

se colocó a las pajillas sobre una rejilla dentro de una hielera exponiéndolas a 

los vapores de nitrógeno líquido, a una altura de 4 cm sobre la superficie del 

nitrógeno para alcanzar una temperatura entre -130ºC a -150ºC, durante 15 

minutos, finalmente se sumergieron en el nitrógeno líquido para su 

almacenamiento a                      -196ºC.1  

Las pajillas se conservaron por un periodo de 15 días en un termo contenedor 

de nitrógeno líquido44 en el que fueron transportadas al Laboratorio del 

Departamento de Morfología para su evaluación. 

Descongelación de semen 

Se descongelaron dos pajillas por tratamiento en un baño maría a 37°C por 30 

segundos,45 el contenido se depositó en tubos de ensaye previamente 

atemperados e inmediatamente se realizó la evaluación microscópica de las 

células, así como la evaluación de la integridad de la membrana plasmática por 

medio de la tinción de Eosina-Nigrosina.  

6.2 EVALUACIÓN DEL ESTADO DE CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA 

La evaluación del estado de capacitación espermática para ambas muestras 

(fresca y congelada) se realizó por medio de la prueba de Clortetraciclina (CTC, 

Sigma) empleando para su observación un microscopio de fluorescencia (Leica 

020-518.500 DM/LS) utilizando un filtro azul (excitación 405-455 nm).37 

Para eliminar el diluyente de congelación, las muestras, se lavaron por 

centrifugación en 3.5 ml de amortiguador de fosfato salino (PBS pH 7.4), a 

1500 rpm por 10 minutos, este procedimiento se repitió cuantas veces fuera 

necesario hasta que el sobrenadante tuviera una apariencia cristalina, 
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posteriormente las muestras se resuspendieron en PBS ajustando a una 

concentración de 100 x 106 por ml.37 

Procedimiento: 

1.- Agregar 45 µl de solución de CTC a 45 µl de muestra y mezclar por 30 

segundos en obscuridad. 

2.- Fijar la muestra con 10 µl de solución de glutaraldehido al 1% (en Tris-HCl 

0.5 M pH 7.4). 

3.- Montar las muestras en portaobjetos previamente desengrasados, 

colocando 4 µl de la muestra cubriéndola con una gota de solución de montaje, 

Glicerol:PBS (9:1). 

4.- Colocar las laminillas al resguardo de la luz y en refrigeración hasta la 

observación en el microscopio de fluoresencia. 

La solución de CTC se prepara antes de cada experimento utilizando la fórmula 

propuesta por Gillan et al (1997)37: 

Amortiguador para 10ml 
 
Compuesto Concentración    Gramos 

NaCl 130mM 0.0759gr 

Tris-HCl 20mM 0.0315gr 

L-Cisteina 5mM 0.0087gr 

CTC 
 

750µM 0.00386gr 

c.b.p. Agua destilada pH 7.8 

La solución se debe de resguardar de la luz y estar en refrigeración hasta su 

uso. 

Se evaluaron 100 células para determinar el porcentaje de los patrones de 

fluorescencia presentes. (figura 5) 

 



26 
 

Interpretación de la prueba de CTC: 

Patrón Descripción 

Patrón F Fluorescencia uniforme en toda la cabeza, o con un incremento 

en la fluoresencia en la zona de la protuberancia acrosomal, 

característico de espermatozoides no capacitados con 

acrosoma intacto. 

Patrón B Fluorescencia en la región acrosomal, característico de 

espermatozoides capacitados con acrosoma intacto 

Patrón RA Banda fluorescente en el segmento ecuatorial o fluorescencia 

en la región posacrosomal característico de espermatozoides 

capacitados y con reacción acrosomal 

Modificado de Gillan et al (1997).37  

 

 

1                      2                                      3                                  4                  5                               

       Patrón F                                      Patrón B                                Patrón RA     

Figura 5.- Patrones de fluorescencia observados en el espermatozoide ovino, agrupados en 

tres categorías. 

7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se utilizó una prueba de T pareada y Chi-cuadrada para comparar las 

diferencias entre medias; así como la prueba de Dunnett’s, para comparar las 

medias de los tratamientos contra el grupo control. 

 

 

 

Todo el procedimiento se resume en el siguiente cuadro: 
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Diseño experimental 

 

 

2 machos Suffolk 2 machos Dorset 

T1 enfriado a +5ºC T2 enfriado a -5ºC 

2 eyaculados /macho 
           (n=8) 

2 tratamientos: 

5 pajillas/tratamiento Evaluación y procesamiento 
Frotis E-N y CTC 

Congelado 15 días 

Descongelado 
37ºC x 30” 
T1 y T2 

Evaluación Prueba CTC Frotis E-N 

Motilidad Progresiva 
% 

Conteo 100 
células  

Conteo 100 
células  

Análisis estadístico 
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8. RESULTADOS 

I.  Estandarización del sistema de enfriado 

El enfriado de las muestras inició a una temperatura aproximada de 22ºC, 

registrando un descenso de temperatura máxima de 0.29°C por minuto al inicio 

del enfriado, sin embargo conforme avanzó el descenso de la temperatura la 

velocidad de enfriado fue más lenta registrando en promedio de 0.05°C por 

minuto para alcanzar los 5ºC en 2 horas aproximadamente. 

La segunda fase del enfriado inició a los 5ºC con un promedio en el descenso 

de temperatura de 0.13ºC por minuto, logrando alcanzar los -5ºC en una hora 

más aproximadamente.    

Las curvas de tiempo – temperatura obtenidas de este sistema de enfriado 

fueron repetibles y tuvieron una variación mínima entre cada día de prueba 

(figura 6 y 7).  

II. Motilidad, integridad de la membrana plasmática y estado de 

capacitación de los espermatozoides enfriados a 5ºC y -5ºC.  

Motilidad 

La motilidad progresiva en los eyaculados recién obtenidos fue entre un 60-

90%, sin embargo en el macho 1 se presentaron de manera constante valores 

de motilidad inferiores a la de los demás machos (cuadro 1). 

 Se presentó una diferencia estadística (p≤0.05) entre las muestras de 

espermatozoides frescos y las muestras de espermatozoides congelados-

descongelados a 5ºC y -5ºC (83.75, 38.12 y 53.12% respectivamente) (cuadro 

1), sin embargo no se presento diferencia entre tratamientos, los 

espermatozoides enfriados a –5°C presentaron una tendencia favorable en 
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cuanto al porcentaje de motilidad progresiva con respecto a los enfriados a 

5°C. (figura 8). 

Integridad de la membrana plasmática 

Al comparar las medias de los espermatozoides con membrana plasmática 

intacta (MI), se observan diferencias significativas entre muestras (p≤0.01), 

mostrándose una disminución de los espermatozoides con MI en las muestras 

congeladas-descongeladas; entre los dos tratamientos de enfriado 

precongelación, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas, 

en la integridad membranal, siendo 30.87 y de 38.37% para los enfriados a 5ºC 

y -5ºC, respectivamente. (figura 9) 

Estado de capacitación espermática 

Los patrones de fluorescencia obtenidos por la prueba de CTC en las 

diferentes muestras se presentan en la figura 5. 

Como se puede observar cinco patrones diferentes fueron identificados, el 1 y 

el 2 corresponderían a espermatozoides no capacitados (patrón F), el 3 a 

espermatozoides capacitados (patrón B) y los patrones 4 y 5 a 

espermatozoides capacitados con reacción acrosomal (patrón RA).  

Al comparar los patrones de fluorescencia entre la muestra proveniente de 

semen fresco y  las criopreservadas enfriadas a las dos diferentes 

temperaturas no se encontró diferencia significativa entre ellas. (cuadro 2) 

Sin embargo, al evaluar las diferencias numéricas por patrón correspondiente a 

capacitación prematura (patrones B y RA), el tratamiento de enfriado a –5°C 

mostró un menor número de estos (84, 53 y 59) con respecto al tratamiento a 

5°C (119, 70 y 71), el número de células con estos patrones fue menor en las 

muestras provenientes de semen fresco (66,33 y 32). (figura 10) 
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Un cambio en el estado fisiológico de los espermatozoides fue notorio cuando 

se comparó la proporción de espermatozoides no capacitados “Patrón F” entre 

el semen fresco (83.62%) y el descongelado (5ºC: 67.5% y -5ºC: 75.5%) ; 

después de la criopreservación, disminuyó la presentación del patrón F, 

aumentando el número de espermatozoides capacitados con o sin reacción 

acrosomal “Patrón B + RA”, encontrándose una diferencia estadísticamente 

representativa (p≤0.05) entre las muestras en fresco y las enfriadas a 5ºC 

(cuadro 3) (figura 10). 
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Un cambio en el estado fisiológico de los espermatozoides fue notorio cuando 

se comparó la proporción de espermatozoides no capacitados “Patrón F” entre 

el semen fresco (83.62%) y el descongelado (5ºC: 67.5% y -5ºC: 75.5%) ; 

después de la criopreservación, disminuyó la presentación del patrón F, 

aumentando el número de espermatozoides capacitados con o sin reacción 

acrosomal “Patrón B + RA”, encontrándose una diferencia estadísticamente 

representativa (p≤0.05) entre las muestras en fresco y las enfriadas a 5ºC 

(cuadro 3) (figura 10). 

9. DISCUSIÓN 

I. Estandarización del sistema de enfriado 

Durante la realización de este estudio se estandarizó una curva de enfriamiento 

en dos fases, la primera fase de 22°C a 5°C con una velocidad máxima de 

0.29°C/min en aproximadamente dos horas y la segunda fase de 0.13ºC/min 

desde 5ºC a -5ºC en una hora más. El protocolo de una curva de enfriamiento 

en dos fases se basa en el trabajo de Thurston et al. (2003)33 donde proponen 

enfriar la muestra a 5°C en una primera fase y posteriormente hasta -5°C en 

una segunda fase, seguida de la congelación de la muestra. 

La velocidad de enfriado alcanzada en la primera fase de la curva de 

enfriamiento en este trabajo corresponde a la velocidad utilizada por varios 

autores como “curva óptima de enfriamiento”, esta curva puede estar 

expresada en grados centígrados por minuto o en el tiempo total que se 

requiere para lograr la temperatura deseada; Thurston et al (2003)33 en la 

especie porcina, propone una velocidad de enfriamiento de 0.2°C/min para 

llevar la muestra desde 39°C hasta 5°C; Bucak et al (2007)46 en la especie 

ovina obtiene una curva de enfriamiento desde temperatura ambiente hasta 
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5ºC en dos horas, así como Kumar et al (2003)41 en las especies bovina, ovina 

y porcina, disminuye la temperatura desde 22ºC hasta 5ºC en dos horas a una 

velocidad de enfriamiento de 0.2ºC/min, en este caso el presente trabajo 

coincide con el tiempo y la velocidad que se necesita para obtener la 

temperatura de 5°C. 

Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo difieren con los 

reportados por Ríos (2004)14 en ovinos y Flores (2005)13 en porcinos ya que 

aunque ellos proponen velocidades de 0.2°C/min a partir de 22°C hasta 5°C, el 

sistema de enfriado a base de un doble envase utilizando solución salina 

hipertónica (7.85%p/v) que utilizaron, requiere de 3 hr para alcanzar los 5ºC, lo 

cual difiere con el presente trabajo y todos los demás autores ya que si la 

temperatura desciende a velocidades de 0.2°C/min a partir de 23°C se 

requerirían 1.8 hrs para alcanzar la temperatura de 5°C, ante esto el sistema de 

enfriado utilizado en este trabajo presenta una mejoría ya que mantiene la 

velocidad necesaria para una “curva de enfriamiento óptima” en un menor 

tiempo (2 hrs) y esto representa, un ahorro en tiempo, en recursos técnicos y 

humanos que se verá reflejado en una disminución de costos.  

La segunda fase de la curva de enfriamiento en este trabajo desciende a una 

velocidad de 0.13°C desde una temperatura de 5°C hasta -5°C (1.2 horas), 

esto concuerda con lo reportado por Rios (2004)14 y Flores (2005)13 ya que 

ellos proponen una velocidad promedio de 0.12°C/min en donde alcanzan 

temperaturas de -2°C en 30 minutos y de -5°C en 1.2 horas.                           

Estos resultados difieren con lo reportado por otros autores, Thurston et al 

(2003)33 propone una curva de enfriamiento óptima desde 5ºC a -5ºC a una 

velocidad de 6ºC/min, Kumar et al (2003)41 propone velocidades de 5ºC/min y 
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Sereno et al (2004)47 propone velocidades de 1ºC/min, todas estas curvas de 

enfriamiento se encuentran por arriba de la velocidad manejada en este trabajo 

(0.13ºC/min).  

Por otra parte, cabe resaltar que las velocidades logradas por estos autores 

requieren de la utilización de cámaras congeladoras, en comparación al 

método utilizado en el presente estudio donde se obtuvieron temperaturas bajo 

cero utilizando un congelador doméstico, desde un principio esto muestra una 

ventaja en cuanto a la accesibilidad del sistema de enfriado. 

Se ha sugerido que una causa parcial de la reducción en la calidad del semen 

descongelado es el uso de curvas de congelamiento subóptimas, siendo estas 

demasiado rápidas o muy lentas. 

Aunado a esto, las curvas de congelación sufren variaciones de temperatura 

durante su desarrollo, ya que, durante la criopreservación las muestras de 

semen liberan calor latente de fusión al transformar de liquido a hielo la 

muestra,48 causando un marcado incremento en la temperatura que interfiere 

en la curva de enfriamiento “óptima”, 49,50 el inicial incremento de temperatura 

es seguido por un periodo de rápido enfriamiento al disipar el calor latente de 

fusión, con este enfriado rápido la muestra de semen se equilibra con la 

temperatura que la rodea dentro de la cámara de congelación.  

En el presente estudio se utilizó un sistema de enfriado lento a temperaturas 

cercanas a cero grados empleando recipientes de aluminio y alcohol de 96º, 

este es un sistema que puede utilizarse fácilmente, que proporciona curvas de 

enfriado constantes y repetibles, lo que nos permite utilizarla como alternativa 

para prescindir de sistemas especializados, sofisticados y de alto costo para la 

congelación de semen. 
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Durante el desarrollo de las curvas de congelación, se presenta la liberación 

del calor latente por parte de la muestra, con su consecuente enfriado rápido 

para poder mantener un equilibro con la cámara de congelación, si la cámara 

de congelación disminuye rápidamente la temperatura, los espermatozoides de 

la muestra tendrán menos tiempo para realizar los cambios necesarios y 

adecuarse a temperaturas mas bajas, esto se vera reflejado en un mayor daño 

celular, por lo que un enfriado a velocidades más lentas entre 5ºC y -5ºC como 

el que se presenta en este trabajo, nos dará la oportunidad de que al momento 

de la liberación de calor latente sea más fácil (menos tiempo y temperatura) 

para la muestra alcanzar el equilibrio con la cámara. Al disminuir las 

fluctuaciones de temperatura en este punto y permitir que la membrana 

plasmática tenga suficiente tiempo para reorganizar su estructura 

tridimensional después de la transición de fases,15 se disminuirá el daño al 

espermatozoide. 

Después de alcanzar las temperaturas deseadas (5ºC y -5ºC) en este 

experimento, las pajillas fueron expuestas a vapores de nitrógeno liquido por 15 

minutos; Kumar et al (2003)41 reporta en su experimento que la mejor velocidad 

para disminuir la temperatura de las pajillas de semen desde -5ºC hasta -50ºC 

es de -30ºC/min para después sumergirlas en nitrógeno liquido y que esta 

velocidad se alcanza utilizando un gradilla que mantenga a las pajillas a una 

altura de 4-5 cm sobre la superficie del nitrógeno liquido; esto corresponde a lo 

realizado en este trabajo, con lo que se valida por completo el proceso de 

congelación de las muestras.     



34 
 

II. Motilidad, integridad de la membrana plasmática y estado de 

capacitación de los espermatozoides enfriados a 5ºC y -5ºC. 

La viabilidad de la célula espermática decrece rápidamente luego de la 

eyaculación, aunque la criopreservación permite conservar a las células por 

largo tiempo, este proceso ocasiona un daño sobre la membrana plasmática, 

que al ser irreversible causa la muerte celular o cambios parecidos a los que se 

observan durante la capacitación espermática.6,36 

En el presente trabajo se utilizaron muestras de semen que presentaron del 

67.5% al 90% de motilidad progresiva. Es importante tomar en cuenta que el 

macho “1” presentó valores constantemente menores, aunque aceptables para 

la congelación,  a los de los otros machos. 

Holt (2000)3 propone que existe una variación importante entre individuos en la 

susceptibilidad a la criopreservación, viéndose implicado un componente 

genético que se manifiesta probablemente en la composición lipídica y proteica 

de la membrana plasmática del espermatozoide y puede presentarse como una 

característica racial esto explicaría el por que el macho “1” presenta valores de 

motilidad menores a los de los otros machos.    

Los resultados del presente trabajo presentan un tendencia positiva hacia el 

tratamiento a -5ºC, siendo mayor el porcentaje de células motiles al 

descongelado en el tratamiento de –5°C (53.12%) con respecto al tratamiento a 

5ºC (38.12%), con una diferencia porcentual a favor de 15% de motilidad 

progresiva en el tratamiento a -5ºC esto coincide con lo reportado por Flores 

(2005)13 en semen porcino, con Ríos (2005)14 en semen ovino y con Medrano 

et al (2003)15 en semen caprino, sus resultados demuestran una mejora en la 
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motilidad progresiva al llevar las muestras de semen a temperaturas debajo de 

los 0ºC antes de ser expuestas a los vapores de nitrógeno para congelarlas. 

Flores (2005)13 obtiene una diferencia estadística entre sus tratamientos, ya 

que llevando la muestra hasta 5ºC obtiene un 34.7% de motilidad progresiva 

post-descongelado y con el tratamiento a -5ºC un 36.9% la diferencia 

porcentual entre sus tratamientos es de un 2.2% a favor del tratamiento a -5ºC. 

Ríos (2005)14 obtiene resultados similares habiendo una diferencia estadística 

entre sus tratamientos para la variable de motilidad progresiva, donde a -2ºC 

presenta el 43.8% de células motiles y a 5ºC el 40.1% teniendo una diferencia 

porcentual de 3.7%. Medrano (2003)15 no obtuvo diferencias estadísticas entre 

sus tratamientos obteniendo para el tratamiento a 5ºC un 37.4% contra un 

40.1% para el tratamiento a -5ºC, presentando una diferencia de 2.7% entre 

tratamientos. 

Por otro parte Kumar et al (2003)41 reporta motilidades al descongelado de 

31.7%, esto representa 21.42% por debajo de las motilidades presentadas en 

este trabajo.    

Se ha mencionado que esta mejora esta relacionada a un enfriamiento lento en 

temperaturas cercanas a 0°C ya que permite la deshidratación celular previa a 

la formación de cristales de hielo, formándose estos en su mayoría en el 

compartimiento extracelular y al disminuir la velocidad de enfriamiento en este 

rango de temperatura (5ºC a -5ºC), se disminuirá el fenómeno de choque 

frio.13,14 

Aunque se ha considerado que la correlación de la motilidad espermática con 

la fertilidad es baja, existen trabajos donde se ha identificado a ésta como un 

indicador consistente de la fertilidad obtenida en granja,51 y en un estudio de 
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FIV con semen criopreservado realizado en humanos se encontró que tanto 

motilidad progresiva como vigor eran factores relacionados estrechamente con 

la fertilidad52 por lo que al presentar un incremento del 15% en la motilidad 

progresiva en el tratamiento a -5ºC se podría repercutir en un incremento en la 

fertilidad. 

El presente trabajo utilizó la tinción de E-N para obtener  los valores de 

integridad de membrana plasmática, no se presentó diferencia estadística entre 

tratamientos, sin embargo existe una tendencia numérica que refleja un mayor 

porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática integra utilizando el 

tratamiento de -5ºC (38.37%) en contra del tratamiento a 5ºC (30.87%) 

existiendo una diferencia de 7.5% entre tratamientos. 

En este punto es importante señalar que los estudios recientes utilizan para 

evaluar la viabilidad espermática, colorantes flourescentes como el yoduro de 

propidio (PI) el cual se une, tiñe el DNA celular, y sólo logra penetrar al 

espermatozoide cuando la MP está dañada sin sufrir interferencia por el medio 

extracelular,53,54 se ha comprobado que esta tinción fluorescente presenta 

mejores resultados al detectar espermatozoides con membrana plasmática 

dañada “muertos” que con el uso de tinciones de E-N.55   

Los resultados de este estudio contrastan con lo reportado por Ríos (2005)14 y 

Medrano et al (2003)15 ya que reportan una diferencia estadística entre los 

tratamientos utilizados; Ríos (2005)14 obtuvo un mayor porcentaje de 

espermatozoides con membrana intacta con la utilización de un enfriado hasta -

2ºC (78.3%) siendo mayor en un 2.7% al tratamiento a 5ºC (75.6%), Medrano 

et al (2003)15 reporta un 50.6% de espermatozoides con membrana plasmática 

intacta en el tratamiento de 5ºC y un 58.3% en -5ºC, existiendo una diferencia 
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de 7.7% entre tratamientos. La diferencia entre estos trabajos y el aquí 

expuesto podrían atribuirse a que la muestra con la que se trabajo es muy 

pequeña (n=8), ya que Ríos (2005)14 utilizo un total de 20 eyaculados de ovino, 

aun así, los resultados de este trabajo mantienen una tendencia numérica 

similar, donde el enfriado por debajo de 0ºC mejora la viabilidad.  

Kumar et al (2003)41 reporta un 46% de espermatozoides “viables” después del 

descongelado, esto representa un incremento del 7.63% en células con 

membrana plasmática intacta, esta diferencia puede atribuirse a que en el 

experimento de Kumar se utilizó una tinción combinada de diacetato de 

carboxyfluoresceina  y ioduro de propidio siendo estas pruebas mas sensibles 

para detectar el daño en membrana. 

Sin embargo los resultados de este trabajo coinciden con lo reportado por 

Flores (2005)13 donde no se presentó diferencia estadística, pero, se observa 

un 57.5% en el tratamiento a 5ºC y 61.3% a -5ºC teniendo una mejora de 3.8% 

a favor de este ultimo, esto coincide con la hipótesis de que la desestabilización 

y daño a la membrana asociada a la criopreservación puede ser atribuida en 

mayor proporción al proceso de enfriado, que al congelado y descongelado, y 

que esta integridad se ve comprometida si no se realiza un enfriado de forma 

lenta alrededor de los 0°C.42  

La capacitación espermática ha sido relacionada con cambios espermáticos en 

la concentración de iones intracelulares, en la fluidez de la membrana 

plasmática, en la motilidad, en el metabolismo y en la fosforilación de 

proteínas.30 

Se sabe que los espermatozoides sometidos al proceso de criopreservación 

presentan una desestabilización de la MP lo que altera la concentración iónica 
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de la célula por un aumento de fluidez de la membrana, esto a su vez, hace 

susceptibles a los espermatozoides a presentar una RA prematura, acortando 

considerablemente su periodo de vida.36  

En el presente trabajo se utilizó la tinción de CTC para valorar el estado de 

capacitación de los espermatozoides de ovino, esto respaldado por el trabajo 

de Grasa (2006).32 Los resultados no muestran una diferencia estadística al 

comparar los patrones obtenidos en el semen fresco (F=83.62%, B=8.25% y 

RA=8.12%) contra los del semen enfriado a 5ºC (F=67.5%, B=14.87% y 

RA=17.62%) y a -5ºC (F=75.5%, B=10.50% y RA=13.99%); al agrupar los 

patrones para obtener dos categorías “no capacitados” (Patrón F) y “alterados” 

(Patrón B + RA) se obtiene una diferencia estadística (P≤0.05) al comparar el 

semen fresco (F: 83.62%, B+RA: 16.37%) contra el semen enfriado a 5ºC (F: 

67.5%, B+RA: 32.49%), lo cual refleja un menor daño fisiológico al 

espermatozoide al llevar el enfriado hasta -5ºC. 

Guillan (1997)37 y Pérez-Pé (2002)56 reportan una diferencia estadística entre 

los patrones presentes en el semen fresco contra los del semen descongelado, 

esto corresponde con los resultados de nuestro trabajo. 

En nuestro estudio el porcentaje de espermatozoides con capacitación 

prematura fue menor en el tratamiento de enfriado a –5°C (24.49%), con 

respecto a el tratamiento a 5ºC (32.49%) esto coincide con lo reportado por 

Flores (2005)13, Ríos (2005)14 ellos reportan un menor porcentaje de células 

capacitadas con y sin RA en las muestras que fueron enfriadas hasta 

temperaturas bajo 0ºC, por lo que este tratamiento podría estar disminuyendo 

el proceso de desestabilización de la membrana plasmática evitando así la 

entrada de calcio y por lo tanto la capacitación prematura.  
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Estos resultados podrían indicar que existe un menor daño a la membrana 

plasmática en los espermatozoides enfriados hasta –5°C ya que se presenta 

una mayor proporción de espermatozoides no capacitados (patrón F) debido al 

mantenimiento de la integridad y funcionalidad de su membrana.    

Jiménez (2007)57 menciona que la criopreservación altera la teca perinuclear 

(TP) del espermatozoide ovino, sin embargo los espermatozoides enfriados a -

5ºC previo a la congelación presentan un mayor porcentaje de TP integra con 

respecto a la temperatura de enfriado a 5ºC, por lo que, tomando en cuenta 

que la baja fertilidad del semen criopreservado podría ser atribuida no solo al 

daño primario de la membrana plasmática sino también a daños en otras 

estructuras como la TP, el enfriado lento hasta -5ºC representaría una mejora 

sobre esta estructura y por lo tanto en la capacidad fecundante de los 

espermatozoides criopreservados.  
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Jiménez (2007)57 menciona que la criopreservación altera la teca perinuclear 

(TP) del espermatozoide ovino, sin embargo los espermatozoides enfriados a -

5ºC previo a la congelación presentan un mayor porcentaje de TP integra con 

respecto a la temperatura de enfriado a 5ºC, por lo que, tomando en cuenta 

que la baja fertilidad del semen criopreservado podría ser atribuida no solo al 

daño primario de la membrana plasmática sino también a daños en otras 

estructuras como la TP, el enfriado lento hasta -5ºC representaría una mejora 

sobre esta estructura y por lo tanto en la capacidad fecundante de los 

espermatozoides criopreservados.  

10. CONCLUSIONES 

Se concluye que el enfriado del semen a  –5°C previo a la congelación  

disminuye el porcentaje de espermatozoides capacitados y con reacción 

acrosomal al descongelamiento 

Se recomienda seguir esta línea de investigación aumentando el número de 

machos analizados, así como el número de eyaculados por macho y comparar 

los hallazgos de laboratorio contra los resultados de fertilidad y prolificidad in 

vivo en borregas inseminadas artificialmente.  
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Figura 6. Curva de enfriamiento de las muestras desde 22ºC hasta 5ºC. 

* Para la construcción de la curva la temperatura se registró cada 10 minutos y se 
realizaron 4 repeticiones. 
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Figura 7. Curva de enfriamiento de las muestras desde 22ºC hasta -5ºC. 

* Para la construcción de la curva la temperatura se registró cada 10 minutos y se 
realizaron 4 repeticiones. 
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Cuadro 1. Motilidad progresiva de los espermatozoides enfriados a 5°C y       

-5°C  en fresco y después del proceso descongelado. 

 Fresco 5ºC -5ºC 

Macho % % % 

1 67.5 22.5 32.5 

2 90 32.5 40 

3 87.5 42.5 65 

4 90 55 75 

Media 83.75±10.88a 38.12±13.9b 53.12±20.14b 

Literales diferentes por línea indican diferencia significativa (P≤0.05) 
 

Figura 8. Medias de motilidad progresiva de los espermatozoides en el 

semen fresco y al descongelado con los distintos tratamientos de enfriado 

precongelación (5ºC y -5ºC). 
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Figura 9. Medias y porcentaje de espermatozoides con membrana intacta 

(MI) en el semen fresco y descongelado en los distintos tratamientos de 

enfriado precongelación (5ºC y -5ºC). 

 

 Fresco  5ºC  -5ºC  

E-N # Células % # Células % # Células % 

MI 566a 70.75 247b 30.87 307b 38.37 

Literales diferentes por línea indican diferencia significativa (P≤0.01) 
E-N o Eosina-Nigrosina. 
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Cuadro 2. Medias y porcentajes de patrones de fluorescencia de CTC, en 

espermatozoides frescos y descongelados en los distintos tratamientos de 

enfriado precongelación (5ºC y -5ºC). 

 Fresco 5ºC -5ºC 

Patrón # Células % # Células % # Células % 

1 218ª 27.25 276a 34.50 336a 42.00 

2 451ª 56.37 264a 33.00 268a 33.50 

3 66ª 8.25 119a 14.87 84a 10.50 

4 33ª 4.12 70a 8.75 53a 6.62 

5 32ª 4.00 71a 8.87 59a 7.37 

Totales 800 100 800 100 800 100 

 Patrón F= 1 y 2 Patrón B= 3 Patrón RA= 4 y 5 

Literales diferentes indican por línea diferencia significativa. (P≤0.01) 
 
 

Cuadro 3. Medias y porcentajes de espermatozoides “no capacitados” y 

“capacitados” en semen fresco y descongelado en los distintos tratamientos 

de enfriado (5ºC y -5ºC). 

 Fresco 5ºC -5ºC 

 % Media % Media % Media 

No capacitados 83.62 87.71±9.75a 67.50 67.5±14.60b 75.50 72.57±9.71a

Capacitados 16.37 12.28±9.76a 32.49 32.5±14.60b 24.49 27.43±9.71a

 
Literales diferentes por línea indican diferencia estadística (p≤0.05) 
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Figura 10. Número de espermatozoides por patrón de CTC* presentes en el semen antes y después de la criopreservación 

 * Prueba de Clortetraciclina 
Patrón 1 y 2: Espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto. 
Patrón 3: Espermatozoides capacitados con acrosoma intacto. 
Patron 4 y 5: Espermatozoides capacitados y con reacción acrosomal. 
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