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RESUMEN 

Por su capacidad para estabilizar proteínas y membranas biológicas, la trehalosa es un 

disacárido que ha sido utilizado para disminuir el daño ocasionado por la congelación 

sobre la íntegridad espermática de diferentes especies. En el caso del cerdo, la inclusión 

de trehalosa en diluyentes para la congelación de semen, no ha sido reportada. Por otra 

parte, el glicerol es el crioprotector más utilizado, pero muestra un efecto citotóxico, por 

lo cual en el caso del cerdo se recomienda su inclusión en concentraciones que no 

exceden el 4%. Por lo anterior el presente trabajo valoró la capacidad fertilizante de 

semen porcino criopreservado en un diluyente  adicionado con trehalosa 250 mM y una 

concentración del 1% de glicerol (T1) en comparación con un diluyente convencional 

con el 4% de glicerol y libre de trehalosa (G4). El estudio se realizó en cuatro etapas 

progresivas: 1) Formulación y selección de los diluyentes en base a los efectos de la 

concentración molar de trehalosa y concentración de glicerol sobre viabilidad, motilidad 

e integridad acrosomal de los espermatozoides al descongelado; 2) Valoración de la 

integridad celular ofrecida por los medios de congelación comparados, sobre porcentajes 

de motilidad y vigor espermático, viabilidad por prueba eosina-nigrosina (EN) e 

integridad acrosomal por tinción azul brillante de Coomassie (BBC) y comprobada 

mediante microscopia electrónica de transmisión (MET); 3) Estimación del potencial 

fertilizante por medio del test corto de termóresistencia (sTMT) y la prueba dual de 

respuesta hipo osmótica/integridad acrosomal (HOST/BBC); 4) Comprobación de la 

capacidad fertilizante por prueba de penetración homóloga in vitro (hIVP). Los 

resultados mostraron que la inclusión de 250 mM de trehalosa y una disminución en el 

porcentaje de glicerol hasta el 1%, favorecen la integridad acrosomal (p< 0.05), sin 

perdida de viabilidad espermática (p<0.05), aunque con una ligera disminución no 

significativa en los porcentajes de motilidad (p>0.05). Sometidos  a sTMT, los 

espermatozoides criopreservados en T1 presentaron mejor tipo de movimiento (p<0.005) 

y mayor integridad acrosomal (p=0.005) en comparación con los G4. La prueba dual 

HOST/BBC mostró un mayor número de espermatozoides vivos con acrosoma integro 

en T1 que en G4 (p<0.05). El número de espermatozoides por ovocito en las pruebas de 

penetración fue ligeramente mayor en T1, pero sin diferencia significativa (p>0.05). Los 

espermatozoides T1 alcanzaron rangos intermedios de penetración (56.8%), pero sin 

diferencia  con  los G4. Los mejores resultados en las pruebas sTMT y HOST/BBC en 
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los espermatozoides T1 sugieren que probablemente, estos contarán con una mayor 

resistencia y un mayor tiempo de vida fértil en el tracto reproductivo de la cerda a la 

inseminación, que los criopreservados en G4. El medio T1 demostró ser una opción para 

la aplicación de técnicas de reproducción asistida e investigación como la fertilización in 

vitro (IVF) y la inyección intracitoplasmática (ICSI). Se sugiere continuar con la 

investigación  valorando si la integridad acrosomal obtenida en este trabajo con la 

inclusión de trehalosa, tiene algún efecto positivo en la técnica de sexado de semen, 

explorar la capacidad crioprotectora de la trehalosa aplicada de manera 

intracitoplasmática en el espermatozoide y las posibilidades de la aplicación de la 

trehalosa como crioprotector en la liofilización de espermatozoides porcinos.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palabras clave: trehalosa, glicerol, diluyente, congelación de semen, espermatozoide 

porcino, pruebas de penetración.  
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ABSTRACT 

The disaccharide trehalose stabilizes proteins and biologic membranes during 

cryopreservation and has been used to diminish injury caused by freezing on spermatozoon 

of several species. In boar semen the trehalose supplementation to freezing extenders, it has 

not been reported. On the other hand, the use of glycerol due to toxicity has been 

recommended a concentration below 4% glycerol for boar semen cryopreservation. The 

aim to this work was to evaluate the cryoprotective effect on sperm fertility of 1% glycerol/ 

250 mM extender versus 4% glycerol and trehalose free extender (G4). The study carries 

out in four progressive stages: 1) formulation and selection of extenders based on effects of 

trehalose and glycerol concentration on viability, motility and acrosomal integrity of 

frozen-thawed boar semen; 2) valuation of the cellular integrity offered by the compared 

extenders on motility percent and individual motility type (vigor), viability by eosin-

nigrosin dye (IN) and acrosomal integrity by Coomassie brilliant blue dye (BBC) and 

proven by transmission electronic microscopy (TEM); 3) Estimate the potential fertility by 

short thermal stress test (sTMT) and by hyposmotic swelling/ acrosomal integrity test 

(HOST/BBC); 4) Evaluation of penetration capacity by homologous  in vitro  penetration 

assay (hIVP). Dyes test and transmission electronic microscopy (TEM) valuation showed 

that the T1 extender favors acrosomal integrity (p<0.05), without lost of spermatic viability, 

although with a slight non significant decrease in the percentages of motility (p>0.05). In 

sTMT assay, T1 spermatozoa showed better motility type (p<0.005) and high acrosomal 

integrity (p=0.005) that G4 spermatozoa. The dual test HOST/BBC showed a bigger 

number of alive sperms with acrosomal integrity in T1 that in G4 (p <0.05). No founded 

differences between T1 and G4 sperm number by oocyte in hIVP tests or ranges of 

penetration (both showed medium ranges). The best results from T1 sperm in the sTMT 

and HOST/BBC assays suggest a possible increased resistance and time of fertile life in 

reproductive tract of sow after insemination those G4 spermatozoa. T1 extender showed to 

be an option for research and the applied reproduction techniques like in vitro fertilization 

(IVF) and intracytoplasmatic injection (ICSI). We suggested exploring the possibilities of 

the application of the trehalose in freeze dried storage of boar semen and/or the capacity to 

increase their cryoprotection applied trehalose intracytoplasmatic way. 

Keywords: trehalose, glycerol, freeezing extender, frozen-thawed boar spermatozoa, 

homologous in vitro penetration assay.                                                                        



 15 

                                                                      

1.   INTRODUCCION 

   La criopreservación es una biotecnología que permite el almacenamiento del semen de 

las especies domésticas por tiempo prolongado e inició cuando los investigadores británicos 

C. Polge, A. Smith y A. Parkes descubrieron por serendipia, los efectos crioprotectores del 

glicerol en 1949 [Polge et al., 1949]. Esta tecnología se ha visto limitada en el caso del 

semen porcino, ya que si bien es cierto que esté se caracteriza por ser producido en mayor 

volumen que el de otras especies domésticas, los espermatozoides son más sensibles al 

enfriamiento posterior a la recolección; siendo esta marcada termosensibilidad en el semen 

de esta especie  lo que ha  restringido el desarrollo de esta tecnología, por lo que buscando 

optimizar la técnica se han desarrollado diversos protocolos para la congelación que 

combinan distintos diluyentes, crioprotectores, tasas de enfriamiento y condiciones de 

procesado para la congelación y  descongelación [Watson, 1995; Royere, 1996; Johnson, 

2000; Holt, 2000a ,2000b; Curry, 2000; Batellier et al., 2001; Stornelli et al., 2005], en la 

actualidad se acepta su gran potencial  de aplicación [Bailey et al, 2008]. 

Para poder diseñar protocolos que minimicen el deterioro celular inducido por la 

criopreservación, es necesario conocer la mecánica que produce el daño celular, así como el 

nivel al que el espermatozoide se ve afectado: Durante la congelación el espermatozoide 

sufre cambios osmóticos, deshidratación y formación de hielo, procesos a los que se ve 

expuesto nuevamente durante el descongelado con el ascenso de temperatura. La 

concentración del crioprotector, la velocidad de enfriamiento y la temperatura de 

descongelación utilizada, contribuyen a incrementar el estrés al que el espermatozoide es 

sometido, lo que se refleja en alteraciones morfológicas evidentes en membrana plasmática, 

acrosoma, mitocondrias, citoesqueleto y núcleo espermático [Watson, 1995; Medrano et 

al., 2002; Córdova et al., 2002; Martínez et al., 2003; Storey et al., 1998; Petrunkina et al., 

2004, 2005], por lo que valorar el nivel de impacto de estas alteraciones sobre la 

funcionalidad del espermatozoide, requiere de pruebas dinámico-fisiológicas que revelen el 

verdadero grado de  daño sufrido [Petrunkina et al., 2007].  

Para minimizar el daño por congelación, se han propuesto modificaciones a los 

diferentes protocolos de criopreservación como son promover adecuaciones en la velocidad 
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de enfriamiento y temperatura de descongelación, así como en la mejora de los diluyentes 

de congelación, donde se han encontrado los avances mas efectivos [Flores, 2005].  En 

general los diluyentes para congelación de semen porcino se basan en la inclusión de yema 

de huevo, que se combina con otros agentes como azúcares, amortiguadores, aditivos y 

crioprotectores permeables, que son los elementos que dan capacidad a los espermatozoides 

de manejar convenientemente los cambios osmóticos asociados a las interacciones agua-

soluto generadas en el proceso de congelación-descongelación [Hammerstetd et al., 1992; 

Watson, 1995, 2000; Holt, 2000]. 

Entre los crioprotectores no permeables la trehalosa ha demostrado ser efectiva en una 

gran diversidad de líneas celulares, ya que posee la capacidad de interactuar con lípidos y 

proteínas incrementando la estabilidad celular [Singer y Linquist, 1998; Chen et al., 2000; 

Pereira et al., 2004]. La inclusión de este disacárido en las fórmulas de los diluyentes para 

congelación de semen en diversas especies ha favorecido la viabilidad, la motilidad e 

integridad espermática al descongelado [Storey et al., 1998; Yildiz et al., 2000; Thompson 

et al., 2001; Sztein et al., 2001;  Aboagla et al., 2004; Aisen et al., 2005; Bucack et al., 

2007; Berlinguer et al., 2007; Yamashiro et al., 2007; Dalimata y Graham, 2008; Hu et al., 

2009]. 

Al inicio de esta investigación no existían reportes de la utilización de trehalosa en 

medios de congelación para semen de cerdo, por lo que el objetivo de la misma fue valorar 

el efecto crioprotector de la inclusión de trehalosa en medios de congelación para semen de 

esta especie, esperando mejorar la capacidad fertilizante de los  espermatozoides con base 

al mantenimiento de buenos porcentajes de motilidad, integridad y viabilidad al 

descongelado, los que se reflejarían en los resultados obtenidos en pruebas dinámico-

fisiológicas de estimación in vitro de la fertilidad, favoreciendo, por lo tanto los índices de 

penetración homologa obtenidos, en comparación con los parámetros presentados por 

espermatozoides de cerdo criópreservados en un medio convencional con el 4% de glicerol 

y libre de trehalosa. 
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     2    ANTECEDENTES 

2.1  Potencial del semen congelado 

En la actualidad tan solo el 1% del total de las inseminaciones realizadas en el mundo en 

la especie porcina se efectúa con semen descongelado, sin embargo son varias las 

características que convierten a la congelación de semen de cerdo en una biotecnología con 

potencial de aplicación [Cerolini et al., 2001]. La congelación favorece en gran medida la 

distribución de las características deseables para una rápida mejora genética, ya que el 

semen congelado es fácilmente transportable a través de largas distancias, sin importar que 

las hembras estén o no en estro al momento de la recepción. Por otra parte permite el uso de 

dicho  material genético aun después de que el macho donador haya muerto, se encuentre 

enfermo o deba ser desechado del hato reproductor [Bailey et al., 2008]. 

El semen congelado también puede apoyar en el control y prevención de  la transmisión 

de enfermedades, ya que permite el monitoreo adecuado del semen antes de su ingreso al 

hato reproductor, descartando oportunamente la presencia de patógenos transmisibles, 

como por ejemplo los circovirus porcinos tipo 2 (PCV2) [Mc Intosh et al., 2006] o el virus 

del síndrome reproductivo respiratorio porcino (PRRS) [Yanger et al., 1993] , ya que la 

ausencia de signos clínicos, la viremia y el estatus serológico  de estas enfermedades en 

sementales, no son indicadores adecuados para descartar la presencia de estos virus en el 

semen [Christopher et al., 1995]. La detección de patógenos seminales demanda de pruebas 

diagnosticas que requieren de cierto tiempo, por lo que es aconsejable que los eyaculados 

permanezcan almacenados en espera de los resultados antes de su aplicación [Guerin et al., 

2005; Maes et al., 2008]. Esto brinda por lo tanto la oportunidad de asegurar una 

bioseguridad global, de hecho para el mercado internacional existen condicionantes que 

obligan al exportador de semen a  mantener almacenadas en nitrógeno líquido y en 

recipientes esterilizados muestras de los eyaculados comercializados por un mínimo de 28 

días [WAHO, 2006].   

El desarrollo de mejores protocolos de criopreservación favorecerían también la 

utilización a escala comercial de semen de cerdo sexado por citometría de flujo, lo que a su 

vez facilitaría la implementación de nuevos esquemas de cruzamiento que tendría gran 

impacto en las estrategias de mercado y en la eficiencia reproductiva [Bathgate et al., 2008; 

Roth y Johnson, 2008].    
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Por otra parte, la creación de bancos de semen congelado con normas altas de 

bioseguridad podría mantener una reserva genética que minimizará los efectos del brote 

repentino de alguna enfermedad infectocontagiosa o de algún desastre natural [Purdy et al., 

2008]. Estos mismos bancos pueden funcionar como almacenes de adaptabilidad genética 

que permitan hacer frente al riesgo latente de demandas alimenticias inesperadas surgidas 

de cambios medioambientales, avances en el conocimiento de los requerimientos 

nutricionales humanos, fluctuaciones del mercado o presiones derivadas de la demanda 

social. De hecho la conservación de la variación génica (variantes alélicas), es 

particularmente importante para mantener tanto la biodiversidad de las poblaciones de 

cerdos autóctonas altamente adaptadas a su territorio de procedencia, como para tener un 

centro de acopio de donde seleccionar las características que los productores soliciten para 

producir animales mas uniformes con base a las demandas mercantiles [Bailey et al., 2008]. 

 

2.2 Teoría del  daño  celular por congelación 

Para entender la problemática asociada a la congelación de las células espermáticas debe 

partirse de la teoría más aceptada sobre los causantes del daño celular por congelación. Esta 

teoría se basa en los cambios físicos que afectan la estabilidad celular y estos cambios son 

el sobreenfriamiento, la transición de fases, la formación de hielo, la liberación de calor 

latente y el  daño por concentración de solutos [Flores, 2005]. 

El sobreenfriamiento ocurre cuando la temperatura decrece por debajo de 0ºC y el agua 

extracelular se congela, mientras que la intracelular no lo hace al mismo tiempo, ya que la 

membrana funciona como una barrera que impide que el cristal extracelular continúe 

creciendo hacia el interior de manera continua, de ahí que se recomienden tasas de enfriado 

lentas que permitan al agua salir de la célula y congelarse dentro y fuera de ella [Watson, 

1995]. 

La transición de fases es el cambio que sufren los lípidos de la membrana plasmática, 

que se encargan de mantener su impermeabilidad, y que favorecen que en un estado 

fisiológico normal, la membrana se encuentre en un estado laminar liquido cristalino, y que 

al congelarse la fluidez de la membrana disminuya y se vuelva rígida y poco elástica al 

adoptar un estado de gel [Holt, 2000; Chen, 2002; Patist et al., 2005]. 

La formación de hielo intracelular es otra consecuencia del descenso en la temperatura 

que puede evitarse disminuyendo la velocidad de congelación, es decir, debe ser lo 
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suficientemente lenta  para que permita la salida de agua al exterior y lo suficientemente 

rápida para evitar que se forme hielo en el interior; la curva de supervivencia espermática  

depende de una velocidad intermedia de congelación y que se puede graficar en forma de U 

invertida (campana de Gauss) [Holt, 2000]. 

Al producirse cambios de estado físico se libera el denominado “calor latente” de 

fusión, subiendo la temperatura desde el punto en que se forma el hielo hasta cerca del 

punto teórico de congelación de la solución y se mantiene así hasta que el calor se disipa, 

esto dependerá de la concentración de solutos del medio y el nivel de crioprotector 

incluido, para evitar daño celular éste calor latente debe ser disipado lo mas rápido y 

uniformemente posible [Palacios, 1994]. 

A su vez  la formación de hielo provoca  la deshidratación espermática lo que provoca 

que la concentración intracelular de solutos  exceda su solubilidad, por lo cual estos se 

congelan y se precipitan, esto se conoce como punto eutectico, lo cual provoca cambios en 

la osmolaridad y encogimiento de la membrana [Watson, 1995]. Por otra parte la 

concentración de solutos en el medio de congelación extracelular favorece la concentración 

de espermatozoides cerca de las zonas donde estos solutos se precipitan, por lo cual en esas 

zonas se concentran el mayor número de espermatozoides lo que mediante estudios de 

criomicroscopía se ve como una serie de bandas densas con un gran número de células 

espermáticas adheridas  [Medrano, 2002].  

A últimas fechas la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) se ha 

considerado como fuente potencial de daño durante la criopreservación; por ejemplo la 

liberación de ROS a partir de cadena respiratoria en células somáticas en refrigeración 

(4ºC) aumenta de un 2% a un 5%, aunque esto no esta comprobado en el espermatozoide, 

esta podría ser una fuente de ROS en el caso de estas células. Las contaminaciones con 

leucocitos estimulan el incremento de ROS en semen congelado y por otra parte estudios 

realizados en carnero y toro han demostrado la activación de una oxidasa liberada al 

parecer de los espermatozoides muertos lo que se refleja en la disminución de viabilidad 

espermática [Kessopoulou et al., 1992; Bailey et al., 2000].   
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2.3 Alteraciones en diferentes estructuras espermáticas, inducidas por la 

criopreservación 

 La transición de fases termodependiente es inducida por el descenso y posterior 

reascenso de la temperatura durante la congelación-descongelación y afecta 

directamente la organización natural de la membrana plasmática, la membrana 

acrosomal externa y la membrana mitocondrial.  La pérdida de asimetría en la 

bicapa lipídica se refleja en un desorden de la fluidez  que provoca una expectativa de 

vida mucho mas reducida para el espermatozoide [Nobles, 1997; Patist y Zoeb, 2005], 

al perder capacidad para manejar convenientemente los cambios osmóticos  asociados a 

las interacciones agua-soluto, que se dan a través de la cristalización del hielo 

extracelular y que provoca la salida del agua y la entrada de iones, lo cual ocasiona 

cambios osmóticos que al no ser regulados adecuadamente pueden dañar  a su vez otras 

estructuras [Locksley et al., 1988; Watson, 1995; Holt, 2000; ; Córdova et al., 2002; 

Medrano et al., 2002]. Por su parte la deshidratación sufrida por la membrana altera su 

permeabilidad y estabilidad promoviendo fracturas y rupturas en la misma, lo que al 

parecer provoca un estado en el que coexisten regiones planares y curvadas entre la 

bicapa lipídica de la membrana osmoticamente colapsada debidas a las alteraciones 

sufridas por las interacciones entre las cargas de los grupos polares [Biondi et al., 

1992]. Otro suceso es un marcado decremento en el contenido de colesterol y de ácidos 

grasos poliinsaturados, esto ultimo se puede asociar a una contaminación a partir del 

medio de dilución o a una peroxidación inducida por ROS [Cerolini  et al., 2001]. 

  Estas alteraciones se verán reflejadas en fusión entre bicapas, goteo de contenido al 

medio, fases de separación lateral por medio de la cual los fosfolípidos simples forman 

mezclas complejas y pérdida de conformación que se da cuando hay una translocación de 

fosfolípidos que generalmente se encuentran en la región citosólica de la membrana 

plasmática hacia el exterior como es el caso de la fosfatidil etalonamina y la fosfatidilserina 

(Figura 1), todo esto es  agravado por  la termodependencia de algunas enzimas que se 

activan  durante los cambios de temperatura participando en la pérdida de la asimetría de la 

membrana [Watson, 1995] . 
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   Al microscopio electrónico de transmisión (MET), las alteraciones en las membranas 

provocadas por la congelación-descongelación han sido descritas en espermatozoides de 

múltiples especies [Healey, 1969; Okada et al 2001; Silva et al., 2001; Nizanski and 

Kuropka, 2005; Aisen et al., 2005; Sa-Ardrit et al., 2006], en general pueden observarse 

como: distensión y abombamiento de la membrana plasmática del área de la cabeza, 

descrita también como distensión de la membrana plasmática e hinchazón de la membrana 

acrosomal; ondulamiento de la membrana acrosomal externa; vesiculación  de la membrana 

acrosomal externa con o sin pérdida del contenido acrosomal; distensión de la membrana 

plasmática de la región de la pieza media del flagelo y anormalidades en la vaina 

mitocondrial 

    Utilizando el microscopio electrónico de barrido (MES), también ha sido posible 

constatar los cambios ultraestructurales ocurridos en las membranas a través de 

especímenes tratados por criofractura, de tal manera que en espermatozoides frescos (37ºC) 

procesados por dicha técnica, es posible apreciar en la region de la cabeza una distribución 

aleatoria de diversas partículas  mientras que en la pieza media del flagelo, estas partículas 

se hallan homogéneamente dispersas u organizadas en bandas circunferenciales. Por su 

(A) (B) (C) 

Figura 1 Cambios producidos por la congelación en la membrana plasmática. 
(A) bicapa lipídica fisiológicamente normal (fase líquida) 

(B) la bicapa en estado de gel antes de la deshidratación 

(C) pérdida de integridad tras la deshidratación.                  

 (Gutiérrez-Pérez, 2009). 
(D)  
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parte la pieza principal demuestra una distribución de partículas también homogénea.  Al 

exponer a los espermatozoides a temperatura de 0ºC se observan cambios en la agregación 

de partículas intramembranosas en la región de la cabeza, que ahora adoptan una apariencia 

de racimos tanto en la región acrosomal como en la postacrosomal. En el flagelo la acción 

del descenso de temperatura provoca áreas circulares libres de partículas de apariencia 

plana en la región de la pieza principal. Por ultimo al descongelado (recalentamiento hasta 

38ºC) los racimos de partículas en cabeza y las zonas claras y aplanadas desaparecen. La 

apariencia general de las partículas es de nueva cuenta uniforme. Estos cambios han sido 

interpretados como una redistribución lateral de las partículas intramembranosas de las 

regiones de la cabeza y la pieza principal del flagelo, esta separación lateral se asocia a la 

transición de fases, sufrida por la membrana [Leeuw et al., 1990]. Este daño está 

estrechamente influenciado por la interacción entre  la curva de velocidad en el proceso de 

congelado y la concentración de glicerol. De acuerdo con Fiser et al., [1993], la 

optimización simultánea de estas dos variables deberá reflejarse en  la motilidad y en la 

integridad acrosomal [Fiser y Fairfull, 1990; Fiser et al., 1993]; estos investigadores 

proponen para el espermatozoide del cerdo una velocidad de enfriamiento de 30ºC por 

min., una concentración de glicerol del 3% y una velocidad de descongelado de 1200ºC por 

minuto.  

 Por otra parte, si bien la termosensibilidad del espermatozoide de cerdo ha sido 

relacionada con la composición lipídica de su membrana [Cerolini et al., 2001], el daño 

acrosomal parece ser independiente del mismo [Watson, 1995] lo cual se relaciona con el 

fenómeno de criocapacitación que incrementa la proporción de espermatozoides  que sufren 

una falsa capacitación o capacitación inducida [Bailey et al., 2000; Curry, 2000; Green, 

2001; Cerolini, 2001; Petrunkina et al., 2005)]. Aunque su mecanismo no se ha descrito 

completamente se especula existen diferencias entre esta criocapacitación y la capacitación 

fisiológica que se da en el tracto reproductor de la hembra. En la capacitación fisiológica 

las modificaciones membranales inducidas por las secreciones del istmo de la tuba uterina, 

estimulan la fosforilación por tirosina de las proteínas espermáticas mediante la acción de 

una adenil ciclasa que aumenta la concentración de calcio intracelular, lo que favorece la 

continuación del desencadenamiento de nuevas cascadas de fosforilación; al parecer esto no 

ocurre de la misma manera en espermatozoides descongelados ya que la aparición de 

proteínas fosforiladas se da inmediatamente después del descongelado mientras que en 



 23 

espermatozoides frescos el proceso para que se detecten estas proteínas  por lo menos dura 

cuatro horas [Bailey et al., 2000].  

Aunque el daño membranal es evidente  otros grupos de investigación proponen que la 

incapacidad del espermatozoide para manejar los cambios osmóticos es el resultado 

principal del daño que sufre el citoesqueleto [Martinez et al., 2006, Arancibia- Salinas et 

al., 2007], que es responsable de mantener el volumen celular espermático y que se altera al 

fallar la regulación de los anclajes citoesqueléticos en la membrana que participan en la  

modulación del intercambio hídrico y que evitan el daño a estructuras internas por cambios 

hipertónicos, de hecho se ha reportado que las proteínas del citoesqueleto que soportan las 

membranas plasmáticas y acrosomal presentan una despolimerización y repolimerización 

dependientes de temperatura, lo cual se refleja en los rápidos cambios de volumen que 

sufren las células espermáticas durante el proceso de congelación [Watson, 1995; Storey et 

al., 1998; Petrunkina et al., 2004, 2005].  En estudios sobre espermatozoides de ratón se ha 

visto que el estrés osmótico, ocasionado por la congelación al afectar la permeabilidad de la 

membrana, altera la energía de activación necesaria para la conductividad hidráulica y 

ésta a su vez es dependiente de las interacciones membranales  con el citoesqueleto, que se 

encarga de mantener los parámetros de conductividad hidráulica al permitir las 

adaptaciones de la célula a los cambios osmóticos [Noiles, 1997; Storey et al., 1998].  

   La principal estructura citoesqueletica de la cabeza del espermatozoide es la teca 

perinuclear, que es un elemento que se encuentra entre la membrana acrosomal interna y 

la envoltura nuclear  y que tiene un papel importante en la espermiogénesis, ya que 

participa dando forma al núcleo, y se convierte en el soporte estructural que dará la forma 

definitiva a la cabeza, además de servir como punto de anclaje para el acrosoma.  La teca 

perinuclear no solo protege al núcleo espermático al cual envuelve, si no que además tiene 

un papel importante en procesos relacionados con la fecundación, tales como la penetración 

de las envolturas del óvulo, participación en los procesos de fusión, la activación del 

ovocito y la descondensación del material genético tras la fertilización [Sutovsky et al., 

1997, 2000;  

Juárez-Mosqueda y Mújica, 1999; Mújica et al., 2003]. Se ha demostrado que esta 

estructura también sufre alteraciones posteriores al descongelado [Martínez et al., 2006; 

Arancibia-Salinas et al., 2007] y que esto puede relacionarse tanto con una redistribución 
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de dominios de membrana [Orozco et al., 2008], como con la pérdida del acrosoma 

[Barrientos-Morales et al., 2009].  

   La regulación del volumen celular es crítica durante el proceso de criopreservación, ya 

que se forman gradientes osmóticos locales que atraviesan la  membrana plasmática a 

través de canales iónicos, éstos canales se establecen para mantener un proceso de 

transferencia de osmolitos hacia dentro y hacia fuera de la célula, que trata de restablecer el 

equilibrio osmótico. Investigaciones en diferentes líneas celulares (células tumorales, 

ovocitos de Xenopus l., leucocitos y espermatozoides porcinos) sugieren que el 

citoesqueleto juega un papel importante en el envío y traducción de las señales que 

controlan los cambios de volumen por lo cual un citoesqueleto íntegro es de vital 

importancia en la supervivencia celular tras la congelación [Storey et al., 1998; Petrunkina 

et al., 2004]. 

   El axonema, por su parte parecía ser mas resistente a los efectos de la congelación, 

por lo que la disminución de la motilidad no se asociaba de manera directa al daño de sus 

elementos microtubulares [Courtens, 1989], sin embargo estudios posteriores in vitro, 

revelaron que el daño de las diferentes estructuras citoesqueléticas del flagelo más bien son 

reflejo de la despolimerizacion de tubulina que altera la relación de los microtúbulos y sus 

proteínas asociadas, afectando la respuesta celular a estímulos externos, ya que algunos 

elementos del citoesqueleto se propone participan en la activación de diversas cascadas de 

señalización que participan en la motilidad  [Keates, 1980 ; Keates, 1984 ; Hammerstedt y 

Graham, 1992]. La falta de motilidad también se ha asociado al daño mitocondrial interno 

ya que después del descongelado el material interior de la mitocondria es menos 

electrodenso al análisis microscópico [Watson, 1995], estudios recientes demuestran que la 

funcionalidad mitocondrial se ve afectada por la congelación lo que se observa con las 

nuevas técnicas de valoración del potencial mitocondrial  [Hu et al., 2009].  

 El núcleo es otra estructura que en un principio parecía ofrecer una resistencia relativa a 

sufrir daño por el proceso de congelación-descongelación. Reyes et al.,[2001] estudiando el 

efecto de la criopreservación en núcleos espermáticos de bovino y carnero no  encontraron 

alteraciones en cuanto  mediciones morfométricas (área total, perímetro, largo o ancho de 

los núcleos), durante el  proceso de congelado en el rango de los 5 ºC a los -5ºC, aunque 

por otro lado sí encontraron variación significativa en la hidrólisis del fluorócromo FDA, lo 

que interpretaron como una pérdida en la funcionalidad nuclear espermática y que 
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concuerda con lo reportado por Royere et al.,[1988], Hamama et al.,[1990] y Córdova et 

al., [2003], quienes en sus trabajos mencionan no haber encontrado daño en la estructura de 

la cromatina nuclear en el espermatozoide del cerdo, pero si un fenómeno de retraso en el 

proceso de descondensación que ellos llaman “sobrecondensación”. Este se traduce en la 

pérdida de sincronía en la formación de los pronúcleos tras la fertilización, lo que si bien no 

interfiere para que se sobrepase el estado de cigoto, se ha asociado con reabsorciones 

embrionarias [Córdova, 2002].  Por otro lado los porcentajes de daño al DNA no parecen 

acrecentarse de manera significativa como lo demuestran los resultados obtenidos por 

diferentes investigadores utilizando el ensayo cometa (análisis para una sola célula en 

electroforesis en gel) y pruebas fluorescentes para verificar el daño producido al DNA por 

la criopreservación, donde el daño porcentual se ve incrementado en un 2 a un 4 % con 

respecto al 2%  de DNA con alteraciones presente en el semen fresco [Rybar R et al., 2004; 

Fraser y Strzezek, 2005 y 2006]. Por otra parte se ha comprobado que el DNA es más 

accesible para el fluorócromo bromuro de etidio después del proceso de congelación 

descongelación y más sensitivo a la hidrólisis por HCl. De hecho, al efectuar crió secciones 

nucleares y analizarlas bajo rayos X de energía dispersante se ha visto una ligera separación 

entre el DNA y sus nucleoproteínas lo que podría ser resultado de modificaciones nocivas 

en el ambiente nuclear durante el descongelado  [Courtens et al., 1989].  También se 

consideraba que el DNA espermático del cerdo era más resistente al daño por congelación 

que el de otras especies por ejemplo el DNA espermático humano estudiado con naranja de 

acridina en citometría de flujo presenta mayor número de bandas simples, que el del cerdo 

que se nota mas estable [Royere et al.,1988; Hamamah et a.,1990]; Actualmente se ha 

comprobado utilizando una prueba modificada de ensayo cometa que si existe daño en la 

integridad al DNA del espermatozoide porcino [Fraser y Strzezek, 2004, 2005] y que el 

grado de alteración puede ser minimizado con la utilización de variaciones en el diseño del 

envase y la formulación del diluyente [Fraser y Strzezek 2007; Jiang  et al., 2007; Hu et al., 

2008]. 
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2.4 Diluyentes para Congelación 

 Ya se ha mencionado que para la protección de la célula espermática no solo se toman 

en cuenta los daños físicos que pueden provocar el congelado y el descongelado per se, 

sino  que para ello se han propuesto diferentes protocolos de criopreservación que manejan 

diferentes tasas de enfriado y descongelado buscando modificar la dinámica de la 

formación de hielo y evitando el daño intracelular. Sin embargo los verdaderos 

crioprotectores se encuentran en el diluyente que es el que mantiene el pH, provee fuentes 

de energía y disminuye los daños producidos por el congelamiento y los cambios osmóticos 

[Watson, 1995; Medrano y Holt, 1998]. 

En general los diluyentes están compuestos por azúcares, proteínas y lipoproteínas, 

amortiguadores, aditivos y  agentes crioprotectores y en base a sus constituyentes se pueden 

clasificar en diluyentes con amortiguadores o sin ellos. Entre los primeros se tiene el 

diseñado por Polge en 1970 a base de yema de huevo–glucosa; el de Wensterdof en 1975 a 

base de yema de huevo-lactosa; y el de Milanov en 1974 a base de yema de huevo-

sacarosa-EDTA-sales de Mg²+ y Ca²+. Entre los que contienen amortiguadores podemos 

mencionar los Betsville de Pursel y Johnson [Johnson, 2000].  

De manera general un elemento compartido por la mayoría de los diluyentes para 

congelación es la inclusión de yema de huevo, la cual disminuye el choque por frío ya que 

contiene una  lipoproteína de baja densidad a la cual se le atribuye este efecto [Watson, 

2000; Holt, 2000b]. La yema de huevo se combina con otros agentes como azúcares, 

amortiguadores, aditivos y crioprotectores. De éstos el más utilizado es el glicerol que 

atraviesa la membrana plasmática y evita la formación de cristales de hielo a nivel  

intracelular. 

A pesar de que los crioprotectores han sido seleccionados a partir de la crioprotección 

que brindan a las células durante el proceso de congelación, hoy en día se presentan dos 

puntos trascendentales a tomar en cuenta antes de su aplicación [Fahy, 1986]: 1) La 

toxicidad de los mismos limita las concentraciones en que de estos aditivos pueden 

aplicarse  a los medios de dilución. 2) Esta toxicidad puede jugar un papel importante en la 

producción del criodaño celular. 

De hecho se puede crear una analogía entre el daño por congelación y la toxicidad de los 

crioprotectores ya que a determinadas concentraciones los crioprotectores  pueden provocar 

deshidratación, por hiperosmolaridad extracelular; caídas dramáticas en la inhibición de 
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catalasas y peroxidasas, liberando radicales libres que impliquen criodaño, choques 

osmóticos y pueden alterar la polaridad del ambiente celular lo que se traduce en daño 

membranal. Además los crioprotectores permeables pueden llegar a inducir fusión de 

membranas bajo ciertas condiciones. Todos los procesos anteriores se pueden ver 

potencializados por el proceso de congelación de ahí la importancia de su utilización en los 

niveles adecuados. 

 

2.5 Toxicidad del glicerol 

El glicerol es el crioprotector de  primera elección desde que fue propuesto como tal por 

Polge et al., en 1949, ya  que penetra dentro de la célula espermática y evita la formación 

de cristales de hielo intracelular, y evita la concentración de electrolitos. Sin embargo, el 

grado de tolerancia varía con la especie, por ejemplo en los espermatozoides de gallo la 

adición de glicerol suprime su capacidad fertilizante, la cual se  recupera mediante un 

proceso de descongelado que retira el glicerol de manera gradual [Hammerstedt y Graham, 

1992]. La concentración del glicerol debe ser muy baja pues resulta tóxico para la célula ya 

que afecta la viscosidad citoplasmática y la síntesis y utilización del ATP [Hammerstetd y 

Graham, 1992; Watson, 1995; Storey et al., 1998; Holt, 2000, Morris et al., 2006]. 

     Existen diferentes teorías que pretenden explicar la toxicidad del glicerol; una de ellas se 

refiere a la acción osmótica del mismo, ya que la introducción y remoción de 

crioprotectores permeables puede producir grandes cambios de volumen osmótico. Por otra 

parte también se ha comprobado una sensibilidad a los cambios de volumen especie 

específica, por ejemplo el espermatozoide de ratón es mas sensible que el del humano a 

estos cambios [Noiles, 1997]. Un factor importante para que se den alteraciones graves por 

la introducción-remoción del glicerol, puede ser la utilización subóptima del mismo pero 

también se sabe que concentraciones mayores provocan variaciones de volumen en 

respuesta a los cambios osmóticos que dañan la célula. Por otra parte los cambios de 

volumen dramáticos pueden evitarse aplicando el glicerol en etapas [Katkov et al., 1998]. 

   Otra teoría sobre el efecto del glicerol se relaciona con su capacidad para ser 

metabolizado por los espermatozoides de carnero, toro, macho cabrio y verraco ya que el 

espermatozoide es incapaz de utilizar el glicerol como sustrato para una glicólisis por la vía 

clásica, aunque se ha comprobado en estas especies que se ve estimulado su consumo de 
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oxigeno [Johnson, 1985]. También se ha comprobado que los espermatozoides de rata, de 

humano y de verraco tienen la capacidad de oxidar al glicerol hasta CO2 [Jones, 1992].   

   Como se mencionó anteriormente las vías metabólicas que el espermatozoide utiliza 

para su degradación  difieren de los de otros tipos celulares, por ejemplo en los hepatocitos 

el glicerol es fosforilado por una cinasa que a su vez es activada por una deshidrogenasa 

NADP-dependiente. Este mecanismo en el espermatozoide es desconocido, de hecho la vía  

metabólica clásica en la que el glicerol-3-fosfato se oxida a fosfato-dihidroxiacetona 

requiere de una glicerol cinasa; esta enzima aunque presente en el espermatozoide de 

verraco, tiene una actividad muy baja. A pesar de ello el espermatozoide es capaz de 

utilizarlo como energético, lo cual  compromete el balance entre síntesis de ATP y 

utilización del mismo. La célula espermática en congelación se encuentra con deficiencia 

de ATP, donde el control metabólico depende de iones para activar los procesos celulares, 

al parecer este mecanismo se encuentra comprometido y provoca la activación inapropiada 

de fosfolipasas  produciendo daño celular irreversible [Jones, 1992]. 

   En apoyo a esta teoría se ha detectado en el espermatozoide una concentración 

significativa de metilglioxal, que es producto de reacciones no-oxidativas que se llevan a 

cabo durante la glucólisis anaerobia a partir de glicerol. Este compuesto ha demostrado ser 

un agente citotóxico y genótoxico en casos de diabetes mellitus donde es proveniente de la 

descomposición oxidativa de los ácidos grasos poliinsaturados y también del catabolismo 

de los cuerpos cetónicos y de la treonina. Además, el metilglioxal funciona como precursor 

del diacilglicerol (DAG),  un activador de la proteína cinasa C (PKC) [Riddle y Lorenz, 

1973]. 

   Por lo anterior se propone que el glicerol debe ser utilizado en concentraciones bajas 

que en la mayoría de las especies domésticas y de laboratorio está cercana al 1M aunque 

por otra parte existe una relación entre concentración y tiempo de exposición al glicerol; 

por ejemplo si se ponen en contacto los espermatozoides de ratón por menos de 5 minutos a 

concentraciones 0.8 M de glicerol se recupera un mayor número de espermatozoides 

viables [Katkov, 1998]. En el cerdo la recomendación para su inclusión van del 1 al 3%, del 

volumen final del diluyente, para evitar el incremento en los porcentajes de daño acrosomal 

[Johnson, 1985]. 

   El tiempo de exposición y la temperatura son factores que pueden potenciar el efecto 

tóxico del glicerol para el espermatozoide del cerdo, de tal manera que la exposición a 5 y 
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10% de glicerol por 6 horas a 5ºC o  por 30 min a 20ºC no reduce los rangos de fertilización 

in vitro, pero la combinación de 6 horas a 20ºC si los afecta, esto es resultado de que la 

membrana a 5ºC  reduce la cantidad de glicerol que logra atravesarla [Wilmut et al., 1973; 

Amlid y Johnson, 1988]; por otra parte la toxicidad por exposición tiene una relación 

inversa a la concentración de tal manera que la mayor protección se obtiene con periodos 

de contacto de 5 a 20 segundos para concentraciones de 8% de glicerol; de 30 segundos 

para concentraciones de 6% y de 5 a 10 minutos para concentraciones del 4% [Wilmut et 

al.,1973]. 

 

2.6 La trehalosa 

   Algunos disacáridos como la sacarosa,  la lactosa y más recientemente la trehalosa, 

han demostrado capacidad crioprotectora y actualmente son utilizados como excipientes 

para la liofilización y estabilizadores durante la rehidratación. En la naturaleza la trehalosa 

se produce de forma natural en diversos organismos como respuesta al estrés provocado por 

la deshidratación [Leslie et al., 1995; Cerrui et al., 2000], temperaturas extremas [Ramlov 

et al., 1992; Tibbet et al., 2002] y cambios osmóticos [Hounsa et al .1998], por ejemplo 

algunos organismos anhidrobiotes, soportan la deshidratación extrema mediante la 

acumulación de elevadas concentraciones de disacáridos, de los cuales los mas  importantes 

son la sacarosa y la trehalosa [Patist y Zoerb, 2005]. La trehalosa  fue descrita por Wigger 

en 1832, como un azúcar desconocido presente en el cornezuelo del centeno (Claviceps 

purpurea), que más tarde también fue aislada de capullos o pupas del escarabajo Larinus 

mucalata, estos capullos llevan  el nombre común de “trehala”, de aquí que Bertelot la 

denominara trehalosa [Singer y Linquist, 1998]. 

Este disacárido esta compuesto por dos unidades de D-glucopiranosa unidas en su 

carbono α1, lo que le confiere características fisicoquímicas y biológicas muy particulares 

como son dos puntos de fusión y alto grado de rotación molecular, que a su vez le brindan 

una estructura muy estable [Singer y Linquist, 1998; Patist y Zoerb, 2005]. Existen tres 

teorías que pueden conjugarse para explicar el mecanismo por medio del cual la trehalosa 

es capaz de estabilizar a una gran diversidad de biomoléculas (Figura 2): a) indirectamente 

al reemplazar las moléculas de agua por puentes de hidrógeno [Rudolph y Crowe, 1985; 

Crowe et al., 1987; Tsvetkva et al., 1988; Sola y Meyer 1998; Alison et al., 1999]; b) la 

formación de una capa que atrapa las moléculas de agua cercanas a la superficie 
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biomolecular [Chen et al., 2000; Patist y Zoerb, 2005] y c) el mantenimiento de la 

estructura biomolecular al envolverla con una película de alta viscosidad que mantiene su 

conformación [Chen et al., 2000, 2002; Sampedro 2004; Patist y Zoerb, 2005]. 

 

 

Figura 2 Propuestas para el mecanismo de protección de la trehalosa: A) Esquema de membrana 

antes de la congelación; B) Mantenimiento de la estructura biomolecular al envolverla con una película de 

alta viscosidad que mantiene su conformación; C) Protección  indirecta al reemplazar las moléculas de 

agua por puentes de hidrógeno; D) Formación de una capa que atrapa las moléculas de agua cercanas a la 

superficie biomolecular; E) membrana que permanece intacta al descongelado (Gutiérrez-Pérez, 2009). 
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Sea uno o los tres mecanismos los que confieren protección y estabilidad biomolecular,  

los beneficios de la adición de trehalosa se reflejan en la inhibición de la  fusión entre las 

bicapas lipídicas mediante la disminución de la separación lateral de los fosfolípidos y la 

estabilización de vesículas lipídicas que permiten que las cadenas hidrocarbonadas de los 

fosfolípidos se mantengan en estado fluido sin llegar al estado de gel, pero además 

estabilizando la estructura tridimensional de las proteínas integrales. 

Este poder crioprotector ha permitido su utilización para la preservación de distintos 

tipos celulares, por ejemplo las células de la piel de origen fetal [Erdag et al., 2002], o la de 

su inclusión en las formulaciones para preservación de las células de los órganos destinados 

al transplante [Chen et al., 2004; Sasnoor et al., 2005]; también ha demostrado su 

efectividad para la liofilización de glóbulos rojos, disminuyendo la hemólisis y aumentando 

la recuperación celular en la rehidratación [Kheirolomoon et al., 2005]. Su capacidad 

crioprotectora se comprueba con la criopreservación exitosa de ovocitos humanos sin la 

presencia de otros crioprotectores [Eroglu et al., 2002] y con mayor recuperación de 

embriones viables criopreservados de rata  [Honadel et al., 1988].  

En cuanto a la criopreservación de espermatozoides, los reportes de los resultados 

obtenidos por la adición de trehalosa varia de acuerdo con la especie y con los equipos de 

investigación (Tabla 1), lo cual puede deberse a la variación en la formulación de los 

diluyentes utilizados por los diversos investigadores, de tal manera que en el bovino dos 

autores reportan que el porcentaje de motilidad y viabilidad no ha sido significativamente 

mejor que los controles [Chen et al., 1992; Foote et al.,1993] y un tercero encuentra 

mejoras significativas en integridad y viabilidad [Woelders et al., 1997]. En los 

espermatozoides del ciervo rojo ibérico, la adición de trehalosa deprimió la motilidad, sin 

afectar la integridad de la membrana [Fernandez-Santos et al., 2007]. En un estudio al 

comparar un diluyente comercial a base de glicerol para rumiantes contra diluyentes 

adicionados con trehalosa en tres especies de gacelas africanas, los diluyentes con trehalosa 

mostraron menores porcentajes de viabilidad, motilidad e integridad acrosomal [Garde et 

al., 2002]. Lo mismo se reporta en el garañon [Squires et al., 2004]. 

Se han obtenido mejoras en espermatozoides de carneros, donde se reporta mayor 

porcentaje de células sin alteraciones en la membrana, mayor porcentaje de motilidad y 
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mayor fertilidad después del descongelado [Aisen et al., 2000, 2002, 2005; Bucack et al., 

2007]. La integridad y el porcentaje de motilidad también se incrementaron en 

espermatozoides de machos cabríos criopreservados con trehalosa [Aboagla et al., 

2003,2004]; lo mismo que en muflones europeos, donde además, se incrementó el 

porcentaje de embriones obtenidos por fertilización in vitro (IVF) [Berlinguer et al., 2007]. 

Resultados similares han sido alcanzados en estudios de criopreservación de semen de 

ratón, mejorando la viabilidad, la integridad acrosomal y el porcentaje de embriones 

producidos por IVF [Storey et al., 1998; Sztein et al 2001; Thompson et al., 2001]. En 

estudios realizados en semen de conejo la combinación de trehalosa con metil celulosa 

incrementó el número de espermatozoides vivos con acrosoma intacto [Dalimata y 

Graham., 2008], a  diferencia del espermatozoide de la liebre europea que muestra un 

efecto detrimental con la adición de trehalosa [Kozdrowski et al., 2009]. En 

espermatozoides de perro se ha observado un incremento en los porcentajes de motilidad, 

integridad y viabilidad al adicionar trehalosa al medio de congelación [Yildiz et al, 2000; 

Yamashiro et al., 2007]. 

En el caso de los espermatozoides porcinos, al inicio de este proyecto doctoral no 

existían referencias sobre la utilización de la trehalosa en los medios de criopreservación, 

aunque existe el antecedente del medio Reading, diluyente de larga duración para 

conservación de semen a 16ºC que fue desarrollado por Revell y Glossop [1989], que 

incluye 1 gramo de trehalosa  por litro (2.6 mM) en su composición, y que demostró 

incrementar el porcentaje de integridad acrosomal, mantuvo la motilidad al sexto día y 

aumento la fertilidad y el número de embriones obtenidos al compararlo contra un 

diluyente control sin trehalosa. 

Recientemente un grupo de investigadores chinos encontraron que la trehalosa confiere 

cierta protección contra el daño por congelación generado al DNA espermático y mantiene 

la integridad mitocondrial e incrementa la viabilidad, motilidad e integridad acrosomal al 

descongelado [Hu et al., 2008, 2009a, 2009b].  
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Tabla  1 Concentrado del efecto de la inclusión de trehalosa en diluyentes para congelación de semen de diferentes 

especies. 

Especie % trehalosa Diluyente Protocolo Conclusiones Autor/año Revista 

90.9 mM Tris+ acido cítrico+ fructosa+ 

glicina 9.4% yema de huevo  

Sustitución de 

yema de huevo 

por glucosa 

Se mantiene viabilidad y 

normalidad celular  pero 

con decremento de 

motilidad, mejor 

integridad acrosomal, 

menos HOST+ y menos 

embriones hIVF 

Valente et 

al., 2009 

Animal 

Reproduction 

Science 

En prensa 

50 y 100 mM Tris base + Taurina +Cisteína+ 

hialuronan 

Comparativo 

entre dos 

diluyentes y 

adición de 

antioxidantes  

50 mM mayor motilidad 

que el control (P<0.01), 

los antioxidantes no 

fueron significativos, 

aunque mejoro 

ligeramente con la 

Taurina 

Bucak et al., 

2007 

Theriogenology  

67;1060-1067 

375 mM Tris ac. citrico glucosa Motilidad La adición de BSA 5% a 

un medio con trehalosa 

mejoro la motilidad  

Yamashiro 

2006 

Journal of 

Reproduction 

and 

Development 

52;3: 407-414 

76 grs L 100 

mM 

Tris + EDTA 1.5g/l HOS , MET, 

Peroxidacion 

,GSH y GSSG 

Trehalosa mejoro 

Integridad de membrana 

, por poder antioxidante, 

disminuye ROS 

Aisen 

2005 

Cryobiology 

50;239-249 

0, 50, 100,200 y 

400 mM 

Tris citrato, Glicerol 3% HOS, motilidad, 

IA poscervical 

Mejor [ ] 100 mM, 

mayor ai, mas Mot., mas 

corderos nac. 

Aisen 

2002 

Theriogenology 

57; 1801-1808 

  

ca
rn

er
o
 

76 grs L 100 

mM 

Tris + EDTA 1.5g/l HOS,  T+EDTA mejoro 

acrosoma y motilidad 

Aisen 

2000 

Theriogenology 

53; 1053-1061 

370 mM Tris-glucosa –ac. cítrico // 

yema de huevo SDS 

Motilidad , IA 

FITC-PNA 

SDS+T mejoro mot a 

0.1% 

Concentraciones altas 

son detrimentales .05 

mas acrosoma 

Eiman 

2004 

Theriogenology 

62; 809-818 

  

C
h

iv
o
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375 mM  FITC-PNA, 

merocyanina 

540/Yopro 

Mantiene membranas 

funcionales después del 

descongelado 

Eiman 

2003 

Biology of 

Reproduction 

69; 1245-1250 

Muflon europeo 147 mM  FITC-PSA , IP, 

IVF 

Mejoró viabilidad, más 

acrosomas.aumento en 

porcentajes IVF, y 

embriones(blastocistos) 

Berlinguer 

2007 

Reproduction in 

Domestic  

Animals 

42: 202-207 

200 mM Tris Yema de huevo 

Glicerol 581 mM 

Motilidad 

exclusion de 

Hoechst, y acr. 

Sucrosa protegió mas 

que la trehalosa, 

motilidad se deprime en 

medios hipertónicos 

Woelders 

1997 

Cryobiology 

35: 93-105 

25.6g/l Leche, suero 

bovino y  7% glicerol 

Retorno a 59 d 

post IA 

Mejoró mínimamente la 

fertilidad (no 

significativo) 

Pero proponen que un 

volumen norml a20x106 

puede beneficiarse con 

su adición 

Foote 

1993 

Journal of Dairy 

Science 

76: 1908-1913   

T
o

ro
 

100 mM  Yema de huevo tris Motilidad y 

viabilidad 

Mejoró la motilidad y la 

viabilidad pero no de 

manera significativa 

Chen 

1993 

Cryobiology 

30: 423-431 

Garañon 900 mM SMEY Motilidad Resultados no 

concluyentes, mejoras 

relativas pero no 

significativas 

Squires 

2004 

Theriogenology 

62: 1056-1065 

Ciervo Rojo 

Ibérico 

400 mM Comparado con otras azúcares 

Tris citrato fructosa 

Motil, acr, DNA , 

JC1 y 

meriocianina 540 

Detrimental en 

motilidad,,no diferencias 

en viabilidad, protección 

a integridad membranal 

Fernandez-

Santos 

2007 

Theriogenology 

67: 738-753 

Gacelas 3.8% TES –tris Yema de huevo (% 

glicerol) 

Motilidad, 

ACRO, HOS 

Los valores más bajos en 

comparación con otros 

diluyentes (triladil y tris 

glicerol) diferencia entre 

especies. 

Garde 

2003 

Biology of 

Reproduction 

69:602-611 

Conejo 91 mM Tris yema de huevo + hepes+ 

glucosa+lactosa+acetamida 

libre de glicerol   

Viabilidad e 

integridad acr 

FITC-PNA 

IP 

Aumento en vivos-

acrosoma intacto 

(P>0.05) con metil 

celulosa , no sola 

Dalimata  

1997 

Theriogenology 

48:831-841 
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Liebre 50 y 100 mM Tris 250mM+acido cítrico 80 

mM 

Glucosa 70mM+DMSO 1.0 M; 

yema de huevo 17% 

kanamicina 80 mg/l 

Motilidad 

(CASA) 

Viabilidad e 

integridad por 

citometría de 

flujo 

Menor motilidad 

progresiva en 100 mM y 

decremento en el tipo de 

movimiento a 3 hrs en 50 

mM 

Krozdrowski   

2009 

Animal 

Reproduction 

Science 

In press 

Poodle 375 mM Tris- yema de huevo FITC-PNA 

Thermal resitent 

test 

Mejoraron la motilidad y 

la integridad acrosomal 

sobre todo al utilizar VA 

Yamashiro 

2007 

Animal 

Reproduction 

Science 

102: (1-2) ;165-

171 

P
er

ro
 

Beagle 70mM Tris ac. cítrico, glucosa y 

glicerol 8% yema de huevo 

20% 

Eosina-nigrosina 

Viabilidad, integ 

acr y motilidad 

Mejoraron viabilidad, 

motilidad y rango de 

espermatozoides activos 

totales. 

Yildis 

2000 

 

 

Theriogenology 

54: 579-585 

7.5% 6% glicerol + MJB Vivos muertos 

IVF, retiran el 

medio con 

diálisis 

Espermatozoides de 

epidídimo, mejoraron su 

integridad y mejoraron % 

de IVF 

Storey 

1998 

Cryobiology 

37: 46-58 

  

R
at

ó
n

 

300 mM Leche y Buffer libres de 

glicerol 

Vivos muertos 

SYBR 14 

Mejoro motilidad 

Produjo menos daño cel 

79 vs 11% embriones 

Sztein 

2001 

Cryobiology 

41:28-39 

Ratón 220 mM Buffer libre de bicarbonato 6% 

de glicerol 

IVF 21.7 de 30 blastocistos 

7.3 de 12 ratoncitos 

44% de embriones 

Thompson 

2001 

Journal of 

Andrology 

22: 2; 339-344 

Elefante asiático 100 y 375 mM 2.41 g  TES;  0.58 g Tris; 0.1g 

Fructosa; 5.5 g lactosa; 20% 

yema de huevo; 4% glicerol. 

Motilidad 0h, 30 

min y 3 hrs. 

Integridad 

morfológica y 

viabilidad 

Espermatozoides sin 

motilidad  pero con 

mejor morfología y 

viabilidad que los otros 

experimentales 

Saragusty et 

al., 2008 

 

Animal 

Reproduction 

Science  

En prensa 

2.6 mM (1 gr 

por litro) 

READING (medio para 

conservación de semen a 16ºC 

por 7 días) 

Viabilidad e 

integridad 

acrosomal 

Incrementos en 

porcentaje de integridad 

acrosomal, mantuvo la 

motilidad al sexto día y 

aumento la fertilidad y el 

número de embriones 

Revell y 

Glossop 

1989 

Animal 

Production  

 48: 579-584 

  

C
E
R

D
O

 

100 mM 200 mM tris; 77 mM acido 

cítrico; 61 mM  Fructosa; 20% 

yema de huevo 

Integridad de 

DNA por ensayo 

cometa 

Mejoras en motilidad , 

integridad acrosomal y 

membranal, disminución 

Hu et al.,  

2008 

Cryobiology 

57; 257-262 
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de daño a DNA pero no 

mejor que usando LDL 

de yema de huevo 

0,25,50,100,200 

mM 

200 mM tris; 77 mM acido 

cítrico; 61 mM  Fructosa; 20% 

yema de huevo 

Motilidad, 

integridad 

acrosomal, 

HOST+ y CTC 

100 mM de trehalosa 

mejora motilidad 

integridad membranal y 

acrosomal y reducción de 

la criocapacitación 

Hu et al.,  

2008 

Animal 

Reproduction 

Science 

112: (1-2); 107-

118 

Macacos 

rhesus 

 Comparan contra CZB, 

almacenaje de 1 mes , a 

temperatura ambiente , (semen 

liofilizado) 

ICSI   Mismos resultados en 

producción de embriones 

que con semen fresco en 

ICSI 

Sánchez-

Partida 

(Australia) 

2006 

10 Congreso 

Mundial de 

espermatología  

Madrid 2006 

O
tr

as
 e

sp
ec

ie
s 

Ostiones 750mM DMSO 5.5% Determinaron 

niveles de 

espermatozoides 

obtenidos 

Los niveles de obtención 

fueron los adecuados 

para producir desarrollo 

de larvas. (New Zeland) 

Smith 

2006 

10 Congreso 

Mundial de 

espermatología  

Madrid 2006 
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2.7 Las pruebas dinámico-fisiológicas de evaluación espermática como 

herramientas para la predicción de la fertilidad del semen descongelado 

   Por otra parte, el poder predecir la capacidad fertilizante del semen es de gran 

importancia económica para los hatos porcinos que utilizan semen criopreservado, sobre 

todo si se toma en consideración que los resultados de fertilidad obtenidos por su aplicación 

no han sido satisfactorios [Johnson et al., 1981; Holt, 2000a ,2000b; Curry, 2000; Batellier 

et al., 2001; Stornelli et al., 2005]. En la actualidad, los métodos de rutina para llevar a 

cabo la evaluación seminal como la concentración de células, la motilidad progresiva, el 

porcentaje de células vivas y la integridad acrosomal no son del todo confiables para 

predecir la capacidad fertilizante de los espermatozoides al descongelado, ya que la 

información que brindan solo se refiere a calidad seminal por lo que detectan soló las 

muestras más afectadas [Martínez et al., 1993; Petrunkina et al., 2007], de ahí la necesidad 

de utilizar otras pruebas que permitan ampliar el criterio para predecir de manera más 

acertada la capacidad fertilizante del semen descongelado. 

La prueba rápida de termo resistencia (sTMT), modificada por Fiser et al. [1991], valora 

la viabilidad del semen descongelado con base al daño latente que no se hace patente 

inmediatamente después de la descongelación, pero si durante cierto periodo de incubación 

a una temperatura constante (42ºC).  Uno de los cambios que se puede presentar es la 

disminución del porcentaje de motilidad, el cual ha sido atribuido a la liberación de una 

amino oxidasa que posee un efecto tóxico sobre el espermatozoide. La integridad 

acrosomal también puede verse deteriorada por la incubación; en parte por los 

espermatozoides que  lleven a cabo la reacción acrosomal normal y en parte por los que  

sufran la pérdida anormal del acrosoma por daño membranal [Fiser et al., 1991]. Se ha 

señalado que la duración de la motilidad posterior a la incubación es un indicativo del 

tiempo que el espermatozoide sobrevivirá en el tracto reproductivo de la hembra y tolerará 

el  proceso de capacitación.  

La prueba hipo osmótica (HOST) es otro ensayo sencillo que valora la funcionalidad e 

integridad estructural de la membrana del  flagelo espermático y su uso permite ampliar  la 

valoración de la calidad espermática, además de que se ha encontrado una alta correlación  
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entre los resultados de esta prueba y los porcentajes de penetración in vitro [Pérez-Llano et 

al., 2001].  

Por su parte el ensayo de penetración homologa in vitro (hIVP), permite la interacción 

de ambos gametos de la misma especie, lo que brinda información que no aportan 

fertilizaciones in vitro heterólogas. Por otra parte se ha comprobado que la hIVP presenta 

alta correlación con las pruebas de fertilidad in vivo, lo que la convierte en una prueba muy 

práctica para predecir la fertilidad de eyaculados descongelados [Matas et al., 1993; 

Martínez et al., 1993,1998].    
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2.8  Hipótesis 

Si la adición de trehalosa a los diluyentes de criopreservación de diferentes especies han 

mejorado la viabilidad e integridad  espermática y que su inclusión en un diluyente de larga 

duración mejoró la fertilidad del semen porcino, por lo tanto su utilización en un medio de 

crió preservación para semen de cerdo, podría favorecer la integridad, viabilidad y 

capacidad fecundante del espermatozoide porcino. 

 

 2.9  Objetivos generales 

• Valorar el efecto crioprotector de la trehalosa sobre los espermatozoides de 

cerdo, comparándolo con la protección conferida con diluyentes de congelación 

convencionales. 

• Mantener la integridad y viabilidad espermática del espermatozoide porcino 

descongelado, favoreciendo su capacidad fecundante. 

 

2.10 Objetivos específicos 

• Determinar la concentración molar de trehalosa que favorezca la 

criopreservación del espermatozoide porcino. 

 

• Valorar la protección conferida por la trehalosa sobre la integridad de la 

membrana, la integridad acrosomal, el porcentaje de viabilidad, el porcentaje de 

motilidad progresiva y el tipo de movimiento presentados por el espermatozoide 

de cerdo al descongelado 

 

• Valorar la respuesta del espermatozoide de cerdo criópreservados en 

trehalosa a las pruebas hiposmótica  (HOST) y de termoresistencia (sTMT).   

 

• Valorar la capacidad fertilizante de los espermatozoides de cerdo 

criópreservados en trehalosa por medio de los porcentajes obtenidos en la prueba 

de penetración  homologa in vitro (hIVP).  
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3 Material y Métodos 

El proyecto se realizó en cuatro etapas progresivas que se describen de manera general a 

continuación, posteriormente se detallan los experimentos realizados en cada etapa. 

Etapa 1.- Formulación y selección de los diluyentes. 

En esta etapa se formularon los diversos diluyentes experimentales que se utilizaron 

durante los experimentos. Su diseño se basó en el efecto de sus diferentes constituyentes 

sobre la viabilidad, la  motilidad, la funcionalidad  membranal y la integridad acrosomal, de 

los espermatozoides criópreservados. Para valorar dicho efecto se realizó un primer 

experimento para determinar la concentración molar de trehalosa más adecuada para 

continuar con el protocolo. En el segundo experimento se valoro el efecto de la 

concentración de glicerol y el efecto de la adición de KCl.  Una vez formulada se verificó la 

molaridad y el pH de todos los medios elaborados. Asimismo se monitoreó la curva de 

enfriamiento y se valoró el efecto de las temperaturas de congelación y descongelación  

sobre la motilidad espermática.  

Etapa 2.-Valoración de la integridad celular (efecto crioprotector conferido por la 

trehalosa). 

En la segunda etapa se valoró la crioprotección ofrecida por los medios de congelación 

sobre la integridad y funcionalidad espermática mediante los siguientes ensayos: 

a) Valoración del porcentaje de la motilidad progresiva y el tipo de movimiento 

(vigor) por observación directa al  microscopio óptico. 

b) Porcentaje de viabilidad espermática por tinción vital eosina-nigrosina.   

c) Integridad del acrosoma por prueba de azul brillante de Coomassie  

Etapa 3.- Estimación del potencial fertilizante por pruebas dinámicas de respuesta 

fisiológica 

En esta etapa se estimó el potencial fertilizante de los espermatozoides criópreservados 

en los diferentes diluyentes, por medio de las siguientes pruebas: 

a) Test corto de termoresistencia  

b) Prueba dual de respuesta hiposmótica/ integridad acrosomal  
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Etapa4.- Comprobación y comparación in vitro de la capacidad fertilizante de 

espermatozoides descongelados,  por pruebas de penetración homologa. 

En esta etapa se realizaron los siguientes ensayos: 

a) Maduración in vitro de ovocitos de cerda  

b) Enriquecimiento de la muestra espermática  por columnas de sephadex  

c) Capacitación de espermatozoides 

d) Prueba de penetración homóloga in vitro 

 

3.1 Métodos generales de colección del eyaculado y congelación de la muestra 

(utilizados en todas las etapas del proyecto).    

  

3.1.1 Colección de semen y contraste seminal 

Se obtuvieron eyaculados de cuatro sementales maduros, pertenecientes al Centro de 

Enseñanza, Investigación y Extensión de Producción Porcina (CEIEPP) de la FMVZ de la 

UNAM.  Los eyaculados se recolectaron por medio de la técnica de la mano enguantada, 

colectando únicamente  la fracción rica en espermatozoides, la cual se filtró a través de 

doble gasa estéril. El volumen se determinó con base al peso del eyaculado (1kg = 1lt). La 

concentración espermática se calculó por conteo en hematocitómetro (cámara de 

Neubauer), utilizando un factor de dilución 21 (25 µl de semen diluido en 500 µl de 

solución salina adicionada con formol  al 0.4%) y aplicando la siguiente formula: 

  

No. de espermatozoides contados x 21 x 10,000 x 5 = concentración de espermatozoides por ml.    

                                                                                   

La determinación del número de morfoanomalías se realizó de manera simultánea 

durante el conteo en el hematocitómetro. La motilidad se evaluó por observación directa al 

microscopio óptico, realizándola siempre el mismo evaluador, para disminuir la valoración 

subjetiva de la misma. Como norma los eyaculados con menos del 85% de motilidad o más 

del 15% de morfoanomalías no fueron incluidos en el experimento, sin embargo no fue 

necesario aplicar esto. Los eyaculados se diluyeron 1:1 (vol:vol) en medio Betsville 

Thawing Solution (BTS) para su transporte al laboratorio, que se realizó en caja de 
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poliuretano atemperada. La temperatura se mantuvo por medio de bolsas de gel calentadas 

en baño maría. 

 

3.1.2 Método de congelación  

Se siguió el protocolo a dos tiempos (refrigeración y glicerolización), propuesto por 

Westendorf et al., [1975] y modificado por Córdova et al., [2001]. El semen diluido 1:1 en 

BTS a 37ºC, alcanzó los 23ºC durante el trayecto de transporte. En el laboratorio se retiró 

el diluyente y el plasma seminal por centrifugación (800gx 10min), posteriormente se 

reconstituyó agregando la mitad del volumen final del diluyente de congelación (fracción 

A libre de glicerol, etapa de refrigeración), ajustando la concentración espermática a 600 x 

10
6 espermatozoides por mililitro, manteniéndolo por una hora y media a 16ºC para su 

estabilización. 

  Las muestras estabilizadas a 16ºC se colocaron en refrigeración (4ºC) por 2 hrs. 

Posteriormente se les agregó la segunda mitad del diluyente (fracción B, etapa de 

glicerolización). La fracción B se introdujo en el refrigerador al mismo tiempo que las 

muestras diluidas en la fracción A del diluyente con el fin de que se encontrara a la misma 

temperatura al momento de su adición. La fracción B se elaboró con el total del glicerol 

para alcanzar la concentración final deseada y fue agregada de forma gradual en cuatro 

tiempos (5, 10, 15 y 20% del volumen total de esta fracción), con intervalos de 10 minutos 

entre cada adición (con el fin de disminuir el estrés osmótico atribuido a la adición del 

glicerol). Como último paso se almacenó en pajillas de 0.5 ml.  La concentración 

espermática final fue de 300x10
6 espermatozoides por pajilla. Cada pajilla fue sellada con 

alcohol polivinílico, después de lo cual se expusieron a vapores de nitrógeno (-130 a            

-150ºC) durante 20 min. Para su exposición a los vapores se utilizó una caja de poliuretano 

y se dejo una distancia de 18 a 20 cm sobre el espejo líquido del nitrógeno, colocando las 

pajillas sobre una gradilla de metal para tubos de ensaye. Posteriormente fueron 

almacenados en tanque de nitrógeno liquido (-196ºC). El proceso de glicerolización y el 

envasado, se llevó a cabo en cámara de refrigeración a una temperatura de 4ºC.  
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3.2   Formulación y selección de los diluyentes 

Se utilizó 20% de yema de huevo de gallina, como base para la dilución. La 

metodología de obtención fue retirando la clara y las chalazas de manera manual. La  yema 

de huevo se adicionó con los azúcares en las proporciones adecuadas para cada diluyente 

experimental, esta dilución fue separada en dos fracciones, la fracción A o de congelación 

(sin adición de glicerol) y la fracción B o de glicerolización (con la concentración  total de 

glicerol requerida para cada diluyente experimental). Ambas fracciones se centrifugaron 

por separado a 800g x 10 min, con el fin de recuperar el sobrenadante y descartar la mayor 

cantidad de lipoproteínas de alta densidad presentes en la pastilla.   

Todos los diluyentes fueron adicionados con 100 µg/ml de Gentamicina y monitoreados 

con potenciómetro (pH 510 meter, OAKTON
®

), para estandarizar su pH dentro de un 

rango de 6.8 a 7.2. 

El diluyente control (G4) con el que se compararon todos los diluyentes experimentales 

en las diversas fases y etapas experimentales, se elaboró con 20% yema de huevo, 4% 

glicerol, 230.8 mM de dextrosa y  agua bidestilada c.b.p el volumen final. 

Los diluyentes experimentales se fueron diseñando de manera progresiva  de acuerdo 

con la etapa del proyecto en proceso. La formulación de cada uno de los diluyentes 

experimentales se especifica por etapa en las Tablas 2 y 3.  Todos los medios fueron 

llevados a un pH  entre 6.8 a 7.2.  Para la medición de la osmolaridad  de cada uno de los 

medios, se utilizo un osmometro de depresión del punto de congelación (modelo 5002 

OSMETTE A, Precision System Inc., Natick, Mass). La lectura de la osmolaridad se 

efectúo en ausencia de glicerol reemplazándolo con agua para obtener el volumen final 

correcto, con la intención de obtener la medida  de la contribución osmótica brindada por 

los solutos no permeables (Hu et al., 2008).  

  

3.2.1 Determinación de la concentración molar de la trehalosa  

Con el fin de determinar la concentración molar más adecuada a utilizar en todas las 

etapas del proyecto se elaboraron 5 diluyentes experimentales con base a 20% de yema de 

huevo adicionada con 100, 150, 250, 300 y 500 mM de trehalosa, estos diluyentes se 

denominaron T100, T150, T250, T300 y T500 en base a su formulación. En estos 
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diluyentes experimentales se suprimieron el glicerol y la dextrosa con el fin de evaluar la 

motilidad al descongelado de espermatozoides  criópreservados en cada uno de estos 

diluyentes   (Tabla 2).  

 

Tabla 2: Formulación de diluyentes para determinación de concentración de trehalosa 

en base  a motilidad espermática (fase 1).  

Nombre del  diluyente 

en base a concentración  

mM de trehalosa 

 

 

T1 

 

 

T150 

 

 

T250 

 

 

T300 

 

 

T500 

Yema de huevo (20%) (ml) 2  2  2  2  2  

Agua desionizada  (ml) 7.9 7.9 7.9 7.9 7.9 

Gentamicina (ml) 10  10  10  10 10 

Trehalosa (g) 0.3  0.567 0.945 1.135 1.891 

Volumen total (ml) 10  10 10  10 10  

 

   Para la evaluación se congelaron 2 eyaculados de cada uno de cuatro sementales (8 

eyaculados en total).  Se congelaron 20 pajillas de cada eyaculado en cada uno de los 

medios experimentales, utilizando el método anteriormente descrito (punto  3.2.1). 

Transcurridos 15 días de almacenaje se descongelaron 2 pajillas por cada uno de los 

eyaculados y tratamientos; la descongelación se llevó a cabo utilizando baño maría a 37ºC 

por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas se coloco en tubos de ensaye 

atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 v/v, manteniéndolos  a 37ºC 

por diez minutos para su estabilización. La evaluación del porcentaje de motilidad al 

descongelado se realizo siempre por el mismo evaluador por observación directa al  

microscopio óptico. 

 

3.2.2  Efecto de la concentración de glicerol.                              

El segundo experimento se realizo con la finalidad de determinar la concentración 

minima de glicerol que permitiera una motilidad aceptable, en un medio adicionado con 

trehalosa, por lo cual el diluyente T250 fue suplementado con diferentes concentraciones 
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finales de glicerol: 0.5, 1,  y 2 % (Tabla 3). La disminución del porcentaje de glicerol tuvo a 

su vez la intención de reducir el potencial tóxico de este crioprotector permeable. 

 

Tabla 3: Formulación para valorar el efecto de  concentraciones de glicerol. 

 % de Glicerol 4 2 1 0,50 0 

20% Yema de  huevo (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 0 

Glicerol (ml) 0.4 0.2 0.1 l 0.5 0 

Trehalosa 250mM 0.945 0.945 0.945 0.945 0.945 

agua  bidest. (cbp 10ml) 7.6 7.8 7.9 8 10 

Gentamicina (100 mg/lt) ( µl) 10 10 10 10 10 

 

   Para la evaluación se congelarón 2 eyaculados de cada uno de tres sementales (6 

eyaculados en total).  Se congelaron 20 pajillas de cada eyaculado en cada uno de los 

medios experimentales, utilizando el método anteriormente descrito (punto  3.2.1). 

Transcurridos 15 días de almacenaje se descongelaron 3 pajillas por cada uno de los 

eyaculados y para cada uno de los cinco tratamientos; la descongelación se llevó a cabo 

utilizando baño maría a 37ºC por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas 

se coloco en tubos de ensaye atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 

v/v, manteniéndolos  a 37ºC por diez minutos para su estabilización.  

Para la evaluación de viabilidad en este experimento y tomando en consideración que la 

valoración era el efecto de la concentración del glicerol en el medio se optó por la prueba 

de triple tinción propuesta por Talbot y Chacón (1981), ya que existen reportes de que la 

utilización de glicerol, al ser un crioprotector permeable,  puede interferir con la prueba 

vital de exclusión eosina-nigrosina y su interpretación para el  porcentaje de viabilidad.    

Para realizar la triple tinción, se tomaron alícuotas de 35 x10
6
 espermatozoides /ml de 

cada una de las pajillas descongeladas y se lavaron  por centrifugación a 800 x g  10 min, 

desechando el sobrenadante para retirar el diluyente de congelación (yema de huevo), 

recuperando la pastilla y se reconstituyendo en PBS (3 lavados). De las muestras 

reconstituidas se tomaron 100 µl de cada  muestra y se colocaron en tubos de ensaye 

atemperados, agregando 100 µl de azul de tripano al 2% en PBS, incubando a 37 ºC 

durante 15 minutos. Después se lavó por centrifugación 800xg 10min reconstituyendo en 
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PBS, para retirar el exceso de colorante. El último lavado se reconstituyó en un volumen de 

0.5 ml y se fijó con 0.5 ml glutaraldehído al 3% en buffer de cacodilatos 0.1 M (1.07 g de 

ácido cacodílico en 50 ml de agua bidestilada) a pH de 7.4, por una hora a 4ºC. El fijador 

se retiró por centrifugación  800xg 10 minutos (2 lavados), resuspendiendo en PBS y 

tomando la muestra para preparar  frotis secado al aire. Posteriormente  el frotis se tiñó por 

inmersión en Café Bismarck al 0.8% (en agua desionizada, acidificada a pH 1.8 con HCl 2 

N), a 37 ºC durante 50 minutos. Se enjuagó con agua bidestilada para retirar exceso de 

colorante y se seco al aire. Inmediatamente se procedió a teñir por inmersión con Rosa de 

Bengala al 0.8% (buffer Tris 0.1 M acidificado a pH 5.3), a temperatura ambiente por 30 

minutos. Se volvió a enjuagar con agua bidestilada para retirar exceso de colorante (rosa de 

bengala) y se seco al aire. Para clarificar los patrones de tinción se paso por batería de 

alcoholes  100%, 90 % y 100%,  entrada por salida y se deja secar al aire. Por último se 

montaron  con resina y cubreobjetos, para su evaluación al microscopio óptico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3  Imágenes de espermatozoides descongelados evaluados con triple tinción: 

a) espermatozoides vivos sin acrosoma; b) espermatozoide vivo con acrosoma; 

 c) espermatozoide muerto sin acrosoma; d) espermatozoide muerto con acrosoma; 

 e) espermatozoides no contabilizados por presentar acrosomas no íntegros o coloración 

de difícil interpretación. (100x).                                                       Gutiérrez-Pérez 2009.                                                           
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La interpretación de la prueba se basó en la coloración adquirida (Talbot y Chacon, 

1981): Cabeza blanca-azul o café grisáceo traslúcido: espermatozoides muertos sin 

acrosoma; Cabeza rosa-café oscuro o azulado: espermatozoides muertos con acrosoma 

intacto; Cabeza rosa-café muy claro: espermatozoides vivos con acrosoma intacto; Cabeza 

blanca-café muy claro: espermatozoides vivos con reacción acrosomal (Figura 3). 

 

3.2.3 Efecto de la adición de cloruro de potasio (KCl). 

Con el fin de mejorar la motilidad observada al descongelado se experimento con el 

efecto que la adición de KCl  al diluyente T250 adicionado con 1% de glicerol, con el 

objeto de favorecer los mecanismos de regulación osmótica del espermatozoide ya que el 

KCl tiene la capacidad de ser una fuente de ion cloruro, funcionando como un restaurador 

biológico de electrolitos. Se eligió este ion porque Revell y Glossop [1989] en la 

formulación de su diluyente de larga duración para preservación de semen de cerdo a 

16ºCº, reportan que la combinación de 3.3 mM de KCl con trehalosa favorece la 

estabilidad acrosomal de manera significativa; de ahí que en el presente estudio se decidió 

valorar el efecto de la adición del cloruro de potasio (KCl) sobre los porcentajes de 

viabilidad y motilidad de los espermatozoides descongelados.  

Para la valoración del efecto de la inclusión de este ion sobre la motilidad espermática,  

se elaboró un nuevo diluyente adicionado con  3.3 mM de KCl (O.25grs/lt), que se 

comparo con el diluyente G4 y el diluyente T1. En este experimento se congelaron 2 

eyaculados de cada uno de tres sementales (6 eyaculados en total).  Se congelaron 20 

pajillas de cada eyaculado en cada uno de los medios experimentales, utilizando el método 

anteriormente descrito (punto  3.2.1). 

Transcurridos 15 días de almacenaje se descongelaron 2 pajillas por cada uno de los 

eyaculados y cada uno de los tres tratamientos; la descongelación se llevó a cabo utilizando 

baño maría a 37ºC por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas se coloco 

en tubos de ensaye atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 v/v, 

manteniéndolos a 37ºC por diez minutos para su estabilización. La evaluación del 

porcentaje de motilidad al descongelado fue realizada por observación directa al  

microscopio óptico y la viabilidad se valoro por medio de la prueba de eosina-nigrosina. 
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3.2.4   Monitoreo de la curva de enfriamiento y temperatura óptima de 

descongelación 

La curva de enfriamiento fue monitoreada tomando lecturas del descenso de 

temperatura cada 10 minutos mediante la inmersión en los medios de dilución de 

termocoples conectados a un termómetro dual digital (marca Lutron, modelo TM-916). 

Estas lecturas se efectuaron durante el proceso de congelación desde los 22ºC (temperatura 

ambiente) hasta los 4ºC. 

Buscando mejorar el porcentaje de motilidad progresiva se realizo un experimento para 

determinar la temperatura de descongelación óptima para nuestro diseño experimental. 

Después de un mínimo de 15 días de criopreservación en nitrógeno líquido,  se tomaron 4 

pajillas seleccionadas azahar de 3 eyaculados congelados en los medios G4, T1 y T0.5, y 

se descongelaron por inmersión en baño María bajo dos protocolos con diferentes 

temperaturas de descongelación.  2 pajillas de cada muestra se descongelaron a una 

temperatura de 56 ° C por 12 seg (protocolo de rutina utilizado en este laboratorio). 

Simultáneamente, oras 2 pajillas de cada una de las muestras se descongelarón a una 

temperatura de 37ºC por 30 segundos [Bwanga et al., 1990]. Inmediatamente después, la 

temperatura alcanzada en el interior de la pajilla al descongelado se monitoreó con 

filamentos termocoples introducidos en las mismas y conectados al termómetro dual digital 

(TM-916). Después de descongelado el contenido de las pajillas  se colocó en tubos de 

ensaye atemperados, que se adicionaron con el diluyente de descongelación BTS 1:6 v/v y 

se mantuvo a 37ºC  por diez minutos para su estabilización antes de evaluar el porcentaje 

de motilidad para valorar el efecto de la temperatura al descongelado.  

De aquí en adelante todas las muestras requeridas para cada experimento se 

descongelaron en baño maría a 37ºC por 30 segundos adicionando diluyente BTS volumen 

1:6 y manteniéndolos a 38ºC hasta su utilización. 

 

3.3 Valoración de la integridad celular 

En la segunda etapa se comparo la crioprotección ofrecida por los medios T1, T0.5 y 

G4 sobre la integridad celular de los espermatozoides criópreservados en estos medios. 
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Con el fin de confirmar que la crioprotección observada fuera efecto de la adición de 

trehalosa y no de la baja concentración de glicerol utilizada, se elaboró un cuarto diluyente 

experimental con una concentración final del 1% de glicerol pero libre de  trehalosa, que se 

denomino G1 (Tablas 5, 6 y 7). 

Para la valoración se congelaron 4 eyaculados de cada uno de cuatro sementales (16 

eyaculados en total). Se congelaron 20 pajillas de cada eyaculado en cada uno de los 

medios experimentales, utilizando el método anteriormente descrito (punto  3.2.1). 

Transcurridos 15 días de almacenaje se descongelaron 2 pajillas por cada uno de los 

eyaculados y tratamientos; la descongelación se llevó a cabo utilizando baño maría a 37ºC 

por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas se coloco en tubos de ensaye 

atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 v/v, manteniéndolos  a 37ºC 

por diez minutos para su estabilización y posteriormente fueron analizados con los ensayos 

descritos a continuación.  

   

3.3.1 Motilidad progresiva  y tipo de movimiento (vigor o rango cinético). 

Para la valoración del porcentaje de motilidad y el tipo de movimiento, se tomaron 

alícuotas con una concentración de 35 x10
6
 espermatozoides /ml de cada una de las 

muestras descongeladas.  La determinación del porcentaje de motilidad progresiva se 

realizó por observación directa en microscopio óptico, ésta valoración es subjetiva por lo 

que todas las observaciones fueron realizadas por el mismo evaluador para minimizar el 

sesgo. 

 El tipo de movimiento (vigor o rango cinético) es una medida de la calidad del 

movimiento exhibido por los espermatozoides motiles, la valoración se realizó en base a 

una escala cualitativa del 0 al 5, de donde 5 representó espermatozoides con movimientos 

progresivos, vigorosos y muy rápidos que atraviesan el campo de visión, 4 son 

espermatozoides con movimientos rápidos, 3 son espermatozoides con movimientos 

progresivos lentos y sinuosos, 2 son espermatozoides con movimientos anormales y 

algunos progresivos, 1 son espermatozoides sin movimiento progresivo girando sobre sí 

mismos y 0 sin movimiento [Fiser et al., 1991]. 
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3.3.2 Porcentaje de viabilidad espermática por tinción vital eosina-nigrosina.  

La viabilidad (Vb) al descongelado se valoró mediante la técnica de eosina nigrosina (E-

N), descrita por Dott y Foster, [1972] y modificada por Bamba K [1988], para ello fue 

necesario que las muestras de los espermatozoides descongelados se lavaron por 

centrifugación (800xg 10 min), para retirar el diluyente sobrenadante y resuspender la 

pastilla en  el medio mínimo de cultivo propuesto por Rogers y Yanagimachi [1975] 

(105.08 mM NaCl, 25.07 mM NaHCO3, 1.71 mM CaCl2, 0.25mM Piruvato de Na, 20.0 

mM Lactato de Na, pH 7.4). Posteriormente se diluyeron 1:8 con la tinción eosina-

nigrosina (eosina amarilla 0.67grs., nigrosina 5grs, glucosa 5% 40ml, agua desionizada 

c.b.p. 100 ml) atemperada a 37ºC durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se 

elaboraron frotis en portaobjetos atemperados a 37ºC, se dejaron secar al aire y se montaron 

con resina y cubreobjetos  para el conteo posterior de 200 células, diferenciando entre vivos 

(no teñidos) y muertos (parcial o totalmente teñidos). 

 

3.3.3  Prueba de integridad acrosomal por tinción con el azul brillante de 

Coomassie (BBC) 

Veinte microlitros de las muestras descongeladas, de las estabilizadas a 37ºC por diez 

minutos y de las incubadas para la prueba de sTMT  fueron tomados y se adicionaron con 

20 µl de solución de paraformaldehído al 4 % (en agua desionizada, pH 7.4),  y se 

incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. El paraformaldehído se retiró por 

centrifugación (800xg 10 min), reconstituyendo la muestra en PBS y lavada dos veces más 

para reconstituirla en el volumen inicial en cloruro de amonio 50 mM en PBS. Se realizaron  

frotis sobre portaobjetos desengrasados y se dejaron secar al aire. Los frotis se sumergieron 

en solución de azul de Coomassie (azul de Coomassie Blue G -250 de Fisher Scientific al 

0.22 %, Metanol 50%, Ac. Acético10 %, agua bidestilada c.b.p.), por dos minutos. Los 

frotis fueron retirados y lavados utilizando agua bidestilada para remover el exceso de 

colorante. Los frotis se secaron al aire por segunda vez, se montaron con resina y se 

observaron al microscopio óptico con objetivo de inmersión (100x). Se contaron un mínimo 

de 10 campos por muestra con un número no menor a 100 células. Se interpretó la 

integridad acrosomal como: integra (acrosoma bien definidos e intensamente teñidos), 
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dañada (acrosoma difusamente teñido, con pérdida de continuidad y/o pérdida de material)  

y ausente (ausencia definitiva de acrosoma).  

 

3.3.4 Comprobación de integridad membranal por microscopia electrónica de 

transmisión. 

Al descongelado se tomaron alícuotas con una concentración de 35x10
6 

espermatozoides/ml de cada una de las pajillas descongeladas y se reconstituyeron en BTS 

adicionado con un 20% de diluyente de congelación que se estabilizaron por 10 min  a 

37ºC.  Pasado este tiempo las muestras se lavaron 2 veces por centrifugación (800g x 10 

min) reconstituyendo en PBS y se fijaron con solución de Karnovsky (glutaraldehído al 

25% 2.6ml; paraformaldehído al 10% 11.2ml; PBS 26 ml; agua bidestilada 13.2 ml), v/v 

por 2hrs. El exceso de fijador se retiró por centrifugación (800xg 10min) reconstituyendo 

en PBS (2 lavados). La postfijación se realizó con OsO4 x 2 hrs que se retiró por 

centrifugación  (800xg 10 min) reconstituyendo en PBS (2 lavados). Posteriormente se 

procedió a deshidratación progresiva en alcoholes: alcohol 30%  (15 min), alcohol 50%  

(15 min), alcohol 70% (15 min); alcohol 90% (15 min); alcohol 100% (20 min); alcohol 

100%  (20 min), para después infiltrar con alcohol /resina (3:1) 20min; alcohol /resina (1:1) 

20 min y alcohol / resina (1:3) 20 min. Posteriormente se cambiaron a resina pura  2 hrs y 

resina pura  1 hr, para después pasar a la confección de bloques y polimerización a 60ºC x 

36 hrs. La evaluación de los cortes finos se realizó utilizando el microscopio de transmisión 

Zeiss M9 de la unidad de microscopia electrónica de la FMVZ-UNAM. 

 

3.4 Estimación del potencial fertilizante por pruebas dinámicas de respuesta 

fisiológica. 

Para la realización de esta etapa se decidió utilizar 2 machos previamente probados en 

nuestro laboratorio como congeladores aceptables (en base a los parámetros espermáticos 

obtenidos al descongelado), optando por hacer tres repeticiones de un solo eyaculado en 

todos los experimentos y valoraciones, con el fin de disminuir la variabilidad reportada en 

la eficiencia de la fertilización in vitro (IVF), que se atribuye a las características 
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espermáticas individuales que se presentan entre machos y aun entre eyaculados del mismo 

macho (Gil et al., 2008). 

Los tratamientos a probar fueron el diluyente T1  (20% yema de huevo, 1% glicerol, 

250 mM de trehalosa y agua bidestilada c.b.p.) contra el diluyente G4 (20% yema de 

huevo, 3% glicerol, 230.8 mM dextrosa y  agua bidestilada c.b.p). 

 

3.4.1 Prueba corta de termoresistencia (sTMT). 

Para la realización de esta prueba se tomaron alícuotas de 35x10
6  

espermatozoides 

descongelados/ml y se diluyeron con 8 ml de BTS atemperado a 37ºC y adicionado con un 

20% de diluyente de congelación y se estabilizaron por 10 min. Una vez estabilizados se les 

determinó el porcentaje de motilidad progresiva por medio de observación directa al 

microscopio óptico a 40x, también se elaboró un frotis control donde se valoró  la 

integridad del acrosoma por medio de BBC. Por otra parte se evaluó el tipo de movimiento 

(vigor o rango cinético) con el mismo criterio descrito en el punto 2.4.2. Posteriormente la 

temperatura de las muestras se llevó a 42ºC y se incubaron por  45 minutos; transcurrido 

éste tiempo se elaboraron frotis para el conteo de integridad acrosomal  por la prueba BBC 

e inmediatamente se valoraron el porcentaje de motilidad progresiva y el tipo de 

movimiento post estrés térmico para su comparación con los resultados obtenidos 

inmediatamente después de la descongelación (Fiser et al., 1991). 

   

3.4.2  Prueba dual de resistencia hipo osmótica/ azul brillante de Coomassie 

(HOST/BBC). 

Alícuotas (35x10
6
 espermatozoides/ml) lavadas por centrifugación (800xg 10 min) se 

reconstituyeron en PBS para retirar el diluyente. Se obtuvo una muestra de 30 µl de semen 

a la cual se adicionó 300 µl de una solución de 100 mOsM (solución hiposmótica: 4.9 g de 

citrato de Na, 9 g de fructosa por litro de agua destilada), con el objeto de  valorar la 

integridad funcional de la membrana espermática en base al número de colas enrolladas. 

Para lo cual se tomó una gota al momento de la dilución para hacer un frotis testigo y el 

resto de la muestra se incubó por 60 min a 38ºC [Bucket et al., 1997].  Pasado el tiempo de 

incubación se fijaron en paraformaldehído al 4% v/v por 10 minutos a temperatura 
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ambiente. Se retiró el fijador lavando dos veces por centrifugación y reconstituyendo en 

cloruro de amonio (50 mM en PBS) para después realizar frotis que se dejaron secar al aire 

y teñirlos con la técnica BBC (ver punto 2.2.4). Unas vez secas se montaron con resina y 

cubreobjetos para posterior conteo de 200 células por laminilla con objetivo de inmersión 

en microscopio óptico.  

 La combinación de la prueba HOST y la tinción BBC se realizó buscando una mejor 

interpretación, de los resultados al aportar información sobre estado funcional de la 

membrana plasmática e integridad acrosomal. Para la interpretación de la prueba HOST se 

consideró como positivos a los espermatozoides que presentaron flagelos doblados, 

enrollados, en ovillo y en látigo. La BBC tuvo la misma interpretación descrita en el punto 

2.2.4. Con anterioridad a la prueba HOST, se realizó un frotis control inmediatamente 

después del descongelado que también se tiño con BBC, para restar la diferencia entre los 

espermatozoides con colas enrolladas, en látigo y en ovillo provocadas por el estrés 

osmótico propio de la congelación y la reacción acrosomal inducida por el proceso. El 

reporte de los porcentajes presentados en los resultados es la diferencia entre estas dos 

lecturas, que son los espermatozoides HOST+ con acrosoma íntegro, resultantes  de la 

prueba (Figura 4). 
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3.5 Comprobación y comparación in vitro de la capacidad fertilizante de 

espermatozoides descongelados,  por pruebas de penetración homóloga 

 

3.5.1 Maduración de ovocitos. 

Para  la maduración de ovocitos in vitro (MIV), se recolectaron ovarios de cerdas  recién 

sacrificadas en el rastro y se trasladaron en solución salina estéril a 37°C  (1 hora de 

trayecto), al llegar al laboratorio se lavaron los ovarios con solución salina estéril 

atemperada a 37°C. Los ovocitos se obtuvieron por punción de los folículos con diámetro 

mayor a 3 mm utilizando una jeringa estéril. El líquido folicular recolectado se depositó en 

un tubo de plástico de fondo cónico para permitir  la sedimentación de los ovocitos y 

facilitar su recolección. Los ovocitos se evaluaron al microscopio estereoscópico invertido 

Figura 4 Interpretación de la prueba  HOST/BBC: a) campo de espermatozoides Host/BBC 40x, los 

espermatozoides con el flagelo enrollado son considerados positivos (HOST+), aquellos con la zona apical 

intensamente teñida de azul presentan acrosoma íntegro (AI) y aquellos que presentan la cabeza sin teñir 

han sufrido reacción acrosomal.  b) y c) acercamiento de espermatozoides HOST + AI (acrosoma integro), 

nótese la curvatura del flagelo. d) acercamiento de una cabeza espermática sin acrosoma; e) acercamiento 

de una cabeza sufriendo reacción acrosomal; f) acercamiento de una cabeza espermática con acrosoma 

integro.                                                                                                                            Gutiérrez-Pérez 2009 

a 

b c 

d 

e 

f 
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(Figura 5a) y se recolectaron los que mostraron una capa de células foliculares compactas 

(Figura 5c), que se denominaron complejo cumulo-ovocito (COC´s). De 20 a 30 COC´s 

fueron colocados en gotas de 200 µl de medio de maduración suplementado con hormonas 

(2.5 mM de Hepes, 100 µg/ml de cisteína, 0.91 mM de piruvatode Na, 5mM de dextrosa, 

50 µg/ml de gentamicina, 10%  de fluido folicular porcino, 10% de suero bovino neonato, 

50 UI de FSH, 50 UI de LH, TCM 199 c.b.p.).  

Las gotas previamente colocadas en cajas de petri estériles y cubiertas con aceite mineral 

prelavado en solución salina  fueron incubadas con los ovocitos en atmósfera húmeda con 

5% de CO2  a 37°C por 22 hrs, al término de las cuales los COC´s fueron trasladados a 

medio de maduración libre de hormonas por otras 22 hrs. Los ovocitos maduros se 

seleccionaron en base a su integridad, presencia de células de la granulosa semiexpandidas, 

zona pelucida nítida y/o presencia de cuerpo polar (meiosis I) (Figura 5d).  

 

3.5.2 Verificación de la madurez por microscopia electrónica de transmisión 

(presencia de gránulos corticales periféricos). 

Para verificar la madurez de los ovocitos y disminuir la subjetividad de la evaluación, 2 

muestras se procesaron para microscopia electrónica (MET), donde 20 ovocitos por 

muestra se fijaron en solución de Karnovsky  por 1 hora a 4ºC. Se retiró el exceso de fijador 

con pipeta Pasteur y se procedió a la postfijación en OsO4 al 1% por dos horas. Se retiró el 

exceso de fijador y se lavó con buffer de cacodilatos 0.2M para retirar el exceso de 

postfijador y montar en una gota de agarosa de bajo peso molecular al 1%. Después se 

procedió a deshidratación en acoholes: 50% (5min); 60% (5min); 70% (8 min); 80% (15 

min); 90% (15 min), 100% (15 min), oxido de propileno  (15 min) y se infiltró con oxido de 

propileno/resina: 3/1 (20min), 1/1 (20 min). En este paso los ovocitos infiltrados se 

colocaron en estufa precalentada  a 60ºC por 2 min para evaporar el oxido de propileno 

sobrante y se centrifugó a 800xg 10 min para sedimentar los ovocitos. Se agregaron dos 

cambios de resina pura por 1 hora y se repitió la centrifugación en ambos pasos. En este 

segundo paso los ovocitos se pusieron a polimerizar por 24 hrs a 60ºC. La evaluación de los 

cortes se realizó observando la presencia de gránulos corticales en la periferia y en contacto 
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con la membrana plasmática del ovocito. Las observaciones se llevaron a cabo utilizando 

un microscopio de transmisión Zeiss M9. 

 

3.5.3 Enriquecimiento de espermatozoides motiles 

      Con el fin de incrementar el número de los espermatozoides potencialmente 

fertilizantes, las pajillas descongeladas se filtraron en columnas de sephadex activado. La  

separación se basó en la técnica descrita por Graham y Graham [1990], con algunas 

modificaciones realizadas al protocolo original durante el desarrollo de este proyecto, por 

lo cual se presenta a continuación la metodologia aplicada que ya incluye esas 

modificaciones. 

 La activación  del sephadex se realizó agregando un gramo de sephadex G-10 a 16 ml 

de citrato de Na al 2.9% (volumen final de 6.25% p/v), se dejo reposar a 4ºC x 24 hrs. Al 

día siguiente se elaboraron las columnas colocando una cama de fibra de vidrio a manera de 

tapón en la salida de una jeringa de 10 ml para evitar la pérdida del sephadex. Sobre este 

soporte se armó la columna de sephadex de 1.5 cm de espesor. La columna se mantuvo 

hidratada  con  citrato de Na al 2.9%. El paso de los líquidos se controló por medio de una 

llave de dos vías en la punta de la jeringa. La jeringa se montó sobre un soporte universal. 

Ya montada se lavó el citrato de la columna con el diluyente BTS, atemperado para evitar 

choques térmicos en los espermatozoides. La pajilla descongelada se decantó sobre la 

columna y ahí se llevó a un volumen de 3 ml, se dejaron caer las 2 primeras gotas y se 

monitoreo la motilidad, recuperando las gotas necesarias para obtener una concentración 

espermática motil de 20x10
6
 espermatozoides por ml (Figura 6b).  

Las gotas obtenidas se tiñeron con el fluorocromo vital Hoechst 33342 (1 µg/ml del 

medio), por 10 minutos a 38 °C. Los espermatozoides teñidos se centrifugaron a 800xg 10 

min para retirar el excedente del fluorocromo y se  resuspendieron en Tyrode´s  medio 

completo (Nacl 116mM, KCl 3.1 mM, MgSO4 0.4mM, Na H2PO4 0.3 mM, CaCl2 4.5 

mM, NaHCO3 15 mM, Glucosa 5 mM, Lactato de na 21.7 mM, Piruvato de Na 1M, 

HEPES 20 mM, BSA 3 mg/ml, Kanamicina 100 µg/ml, rojo fenol 20 µg/ml ), incubándolos a 

38ºC por una hora  para inducir su capacitación antes de su interacción con los ovocitos. 
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3.5.4 Prueba de penetración homóloga in vitro 

Los ovocitos seleccionados como maduros se incubaron en hialuronidasa (0.1% en TCM 

199) por dos minutos para retirar las células del cúmulo. El excedente de hialuronidasa se 

retiró con lavados en TCM 199 y se incubaron en naranja de acridina (AO 6µg/ml en TCM 

199) con la finalidad de dar una tinción de contraste a los ovocitos en comparación con los 

espermatozoides y facilitar los conteos de penetración; los ovocitos se lavaron con TCM 

199 para retirar el exceso de colorante. Se colocaron 20 ovocitos por gota 200 µl de medio 

NCSU-23 desarrollado por Peters y Wells [1993] (109 mM NaCl; 4.78 mM KCL; 1.19 mM 

Mg S047H20; 1.19 mM  KH2PO4; 1.7 mM CaCl27H20; 25.7 mM NaCHO3; 5.55 mM 

glucosa; 7mM Taurina; 1mM hipotaurina) y se pusieron a interactuar con 40,000  

espermatozoides previamente filtrados y teñidos con el fluorócromo Hoechst 33342 (Figura 

5e y 5f). Las gotas  previamente cubiertas con aceite mineral se incubaron por 16-18 hrs en 

atmósfera húmeda con 5% de CO2  a 38°C. Finalizado este tiempo por pipeteo se 

eliminaron los espermatozoides adheridos débilmente. Los ovocitos fertilizados, se 

montaron en una gota de medio Glicerol-PBS (9:1) en portaobjetos desengrasados y se 

cubrieron de la luz para su posterior observación en microscopio de epifluorescencia 

(olimpus Bx 51), utilizando filtros de excitación de 330-380 nm para Hoechst y de 420-490 

para AO. La penetración de la zona pelúcida fue dada como positiva cuando las cabezas 

espermáticas se veían adheridas al ovocito y ligeramente aumentadas de tamaño o 

descondensadas. Todas las observaciones se realizaron en varios planos para descartar 

falsos positivos. Para corroborar la penetración se efectúo colocalización de las 

fluorescencias utilizando microscopía confocal.  

 

3.6 Análisis estadístico 

Las medias de los porcentajes de motilidad  al descongelado fueron comparadas por 

medio de una  prueba de ji cuadrada. Las diferencias en los conteos de las tinciones de 

viabilidad y BBC, se obtuvieron mediante comparación entre medias a través de una prueba 

de T student. Las diferencias en motilidad, tipo de movimiento e integridad acrosomal 

antes/después de la prueba de termorresitencia corta (sTMT) se analizaron por medio de la 

prueba T pareada. Las diferencias de estos mismos parámetros entre tratamientos (G4 vs. 
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T1) se analizaron por medio de la prueba de Mann-Whitney. Las diferencias entre 

viabilidad, integridad acrosomal, células HOST + y número de espermatozoides por 

ovocito se analizaron por medio de la prueba exacta de Fisher. La correlación existente 

entre viabilidad y células HOST + se estableció por medio de una prueba de Pearson. Las 

diferencias entre los porcentajes de penetración de cada tratamiento se analizaron por 

medio de la prueba de Mann-Whitney. Todas las pruebas se corrieron utilizando el 

programa estadístico Minitab 
TM

  versión  13.1 
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Figura 5 imágenes de la metodología aplicada para la prueba de penetración heterologa in 

vitro (hIVP): a) Microscopio invertido en donde se realizaron las observaciones para la 

selección e interacción de gametos; b) columna de sephadex activado, montado sobre un soporte 

universal. La llave de paso de dos vías permitió la recolección de las gotas que cayeron sobre un 

vial de plástico atemperado; c) ovocitos recién recolectados donde se observan las células del 

cumulo compactadas alrededor de los mismos; d) selección de ovocitos, los ovocitos con 

compactos, con zonas pelúcidas integras y presencia de cuerpos polares se muestran en la parte 

superior izquierda. En la zona inferior derecha del recuadro se observan los ovocitos desechados; 

e)  gota con 20 ovocitos  maduros listos para interactuar con los espermatozoides; f) interacción 

de gametos, espermatozoides adheridos a la zona pelúcida de los ovocitos. 
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4. Resultados 

 

4.1  Formulación de los diluyentes 

 

4.1.1  Determinación de la concentración de trehalosa 

 

El porcentaje de motilidad obtenido en los cinco grupos (T50, T100, T250, T300 

y T500) se presentan en la Figura 6, donde se puede observar que las concentraciones 

molares de trehalosa entre 250 y 300 mM favorecen la motilidad, en un medio sin 

crioprotectores permeables. Los bajos porcentajes de motilidad obtenidos (3.63%, 

1.75%) reflejan la necesidad de la utilización de un crioprotector permeable para 

potencializar el efecto crioprotector de la trehalosa. Las motilidades con 

concentraciones de 50 y 100, no ofrecen crioprotección y concentraciones mayores (500 

mM) también parecen ser dañinas.   

  
 

Figura 6 Efecto de la concentración mM de trehalosa sobre el porcentaje de 

motilidad espermática   

 

Se establece que el medio experimental por lo menos deberá alcanzar la motilidad del 

control (G4) que en este caso fue de  24.75±5.3%, de aquí surgió el siguiente 

experimento  con la idea de valorar si la disminución en la concentración final de 

glicerol (Figura 6), favorecería el incremento de la motilidad. Por otra parte las lecturas 

en el osmómetro confirmaron que los crioprotectores no permeables de la formulación 
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con trehalosa incrementaron la osmolaridad del medio (416 mOsm en T1 versus 284 

mOsm en G4). 

 

4.1.2 Efecto de la concentración de glicerol. 

 

Los resultados de la adición de diferentes porcentajes de glicerol sobre 

porcentaje de motilidad, viabilidad e integridad acrosomal se muestran en la tabla 4, 

donde se puede observar que el 1% de glicerol  mostró mayor número de células viables 

incluso que el diluyente control con 4% de glicerol (p< 0.05); por otra parte la motilidad 

es menor en los grupos experimentales que en el grupo control, es decir, un diluyente 

con trehalosa con 1% de glicerol muestra mayor número de células vivas, aunque con 

menor % de motilidad. La integridad acrosomal también se vio favorecida por la 

disminución en la concentración de glicerol, de ahí que a la concentración del 2% se 

obtuvo menor integridad que a la concentración de 1% (p<0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3   Valoración de los efectos de la adición de KCl   sobre los porcentajes de 

motilidad y viabilidad espermática. 
 

Como se puede apreciar en la Figura 7, la adición de de 3.3 mM de KCl (0.25g/l)  

favorece el mantenimiento del equilibrio osmótico por el espermatozoide, lo que mejoró 

los porcentajes de motilidad al descongelado aunque sin diferencia significativa 

(p>0.05). Por su parte la mejora en los porcentajes de viabilidad con la suplementación 

de KCl si mostró diferencia (p<0.05). 

 

Tabla 4: Efecto de la concentración de glicerol. 

Concentración 

de glicerol 

(%) 

% motilidad Tipo de 

Movimiento 

% de 

viabilidad 

Integridad 

acrosomal 

4  (G4) 26.4±0.62
a 

3.9±0.06
 a
 18.3±0.73

 a
 7.9±0.40

 a
 

2 16.4±0.47
 b

 4.1±0.10
 b

 17.9±0.52
 a
 5.4±0.42

 b
 

1 16.6±0.46
 b

 4.6±0.12
 c
 21.3±0.70

 b
    10.0±0.42

 c
 

0.5 14.3±0.34
c
 4.7±0.11

 c
 14.6±0.31

 c
 7.1±0.51

 a
 

medias ± error estándar 
a 
 literales diferentes por columna indican  diferencia significativa  (p<0.05) por comparación entre 

medias prueba t. 
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Figura 7  Efecto de la adición de KCl sobre porcentajes de motilidad y 
viabilidad espermática  
 

 

4.1.4 Evaluación de las curvas de temperatura. 

No se encontraron diferencias (p>0.05) entre las curvas, de enfriamiento 

monitoreadas en ambos diluyentes (G4 y T1). Ambos mantienen el mismo patrón de 

descenso, alcanzando los 4ºC en el mismo lapso de tiempo, aunque el diluyente con 

trehalosa mostró una curva inicial más lenta y el diluyente a base de glicerol parece 

alcanzar más rápidamente la temperatura de estabilización a 16ºC, esta tendencia 

disminuye conforme se alcanza la temperatura de congelación (Figura 8). Por otra parte, 

las lecturas durante el proceso de enfriamiento, parecen indicar que el periodo de tiempo 

en que la muestra llega de los 16ºC a los 4ºC se aproxima a los 200 minutos, por lo que 

el periodo de tiempo brindado por el protocolo de congelación que es de 180 minutos en 

la cámara fría mas 40 minutos de estabilización a 4ºC durante el proceso de 

glicerolización, permite al semen empajillado  alcanzar la temperatura requerida para 

llevar las muestras a los vapores de nitrógeno liquido, para ambos diluyentes (Figura 8).  
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Figura 8 Curvas de enfriamiento obtenidas con los dos diferentes 
diluyentes.  

 

 

Es importante señalar que durante el monitoreo de la curva se observó que los 

espermatozoides T1 mantuvieron el tipo de movimiento progresivo durante mas tiempo 

que los espermatozoides G4, estos últimos parecen entrar en anabiosis mas rápidamente 

(los espermatozoides en trehalosa no pierden el vigor  ni aun llegando a los 4ºC). 

 

4.1.5  Efecto de la temperatura de descongelación. 

 

En la Figura 9, se presenta el promedio de motilida obtenido de ocho eyaculados 

descongelados con las diferentes temperaturas (37ºC y 56ºC), para cada uno de los 

diferentes medios. Se puede apreciar que la mejor  motilidad de la muestras 

criopreservadas en trehalosa se alcanzó empleando la temperatura de 37ºC por treinta 

segundos para su descongelación, pese a que esta mejora no fue estadísticamente 

significativa, es importante resaltar que T1 presentó una mejora porcentual de 1.4 y 

T0.5 una mejora de 0.4 por ciento en comparación con la motilidad obtenida a la 

temperatura de descongelación de 56ºC por doce segundos. Adicionalmente, la 

medición de la temperatura alcanzada dentro de las pajillas, valorada por medio del 

termómetro con filamentos termocoples, fue de  30.3ºC para el descongelado a 37ºC por 

30 segundos y de 25ºC para el descongelado de 56ºC por 12 segundos.  
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Figura 9 Efecto de diferentes temperaturas de descongelación  sobre el porcentaje 

de motilidad 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Valoración de la integridad celular ofrecida por los diluyentes seleccionados 

 

4.2.1  Efecto de la adición de trehalosa sobre la motilidad. 

Al valorar la motilidad (M) obtenida al descongelado entre muestras (Tabla 5), se 

encontraron diferencias significativas (p< 0.05); los espermatozoides criopreservados en 

el medio T1 presentaron mejor motilidad que los criópreservados en el medio T0.5 

(18.59±8.4 vs 7.75±5.2); mientras que el medio G1, en el cual se incluyó glicerol al 1%, 

pero no trehalosa, presentó la menor motilidad de los cuatro medios evaluados 

(7.18±75).  
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 56ºC por 12 seg 37ºC por 30 seg 

Temp. descong. G4 T1 T 0.5 

56ºC por 12 seg 21.33±0.98 14.5±0.99 6.83±0.37 

37ºC por 30 seg 19.16±0.79 15.8±0.749 7.33±0.49 

Valor p (columna) 0.121 0.311 0.415 

medias ± error estandar 

*diferencia significativa  (p<0.05) por comparación entre medias prueba t 
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Ninguno de los medios igualó la motilidad del control G4 (Tabla 5). Al valorar la 

motilidad obtenida al descongelado entre machos  se encuentra diferencia significativa 

(P<0.05), entre el macho 3 y el resto de los machos evaluados (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Porcentaje promedio de motilidad obtenida por macho 

y por tratamiento al descongelado de los 16 eyaculados bajo los 

diferentes diluyentes. 

Macho T1 T0.5 G4 G1 

1 21.6±3.5 9.0±1.3 24.1±3.7 7.0±1.13 

2 19.2±2.1 10.8±1.7 21.2±2.7 7.5±0.6 

3 12.2±2.2 3.6±1.9 12.25±2.49 5.25±1.63 

4 21.25±2.9 7.5±1.6 23.6±2.4 9.0±0.37 

Promedios 18.59±8.4
a
 7.75±5.2

b
 20.31±9.18

a
 7.18±7.5

b
 

media ± SEM. Literales diferentes por línea indican diferencia 

significativa    (P> 0.05) obtenidas por la prueba ji-cuadrada. 

 

4.2.2 Valoración de la motilidad de los espermatozoides al descongelado. 

 Se encontró que la trehalosa no se retira completamente con los lavados por 

centrifugación, en la Figura 10 se observan espermatozoides lavados por centrifugación  

(800xg 10 min) y resuspendidos en BTS.  Una tinción histológica simple de azul alciano 

demostró la presencia de sacáridos en el medio (Figura 10c). La comprobación por 

microscopia electrónica de transmisión utilizando tinción negativa, mostró agregados 

electrolúcidos en espermatozoides de las mismas muestras (Figura 10a), no presentes en 

espermatozoides descongelados y lavados del medio G4. La adición de trehalasa  al 

medio de descongelación para facilitar la digestión de la trehalosa (resultados no 

presentados), demostró ser detrimental sobre viabilidad y motilidad espermáticas.   
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4.2.3   Valoración de los porcentajes de viabilidad espermática. 

Los resultados de los conteos celulares de viabilidad se muestran en la tabla 6, donde 

se puede observar que de acuerdo al porcentaje promedio ninguno de los diluyentes 

adicionados con trehalosa superó el número de células vivas presentado por el diluyente 

G4 (control). Sin embargo, al comparar T1 contra G4 no se encontró diferencia 

significativa (P>0.05). Por otra parte, sí se encontraron diferencias entre machos, siendo 

el macho 4 el que presentó una mejor viabilidad que el resto de los machos (p<0.05), 

mientras que el macho 3 presentó la más baja viabilidad (Tabla 6). Adicionalmente 

aunque no hay diferencia significativa en la respuesta de viabilidad al tratamiento entre 

los machos 1 y 4, el macho 4 presentó más células viables en el medio T1 mientras que 

el macho 1 presenta mayor número de células viables  en G4 (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Número de espermatozoides viables por macho y por 

tratamiento después del proceso de descongelación (tinción 

eosina-nigrosina) 

1.1µ

6.7 µm 

6.7 µm 

Figura 10 Detección de trehalosa  por tinción azul alcian y MET. 

 a) Micrografía electrónica de cabeza espermática descongelada y lavada, 

contrastada con tinción negativa. Se observan agregados electrodensos en 

la membrana plasmática que no se presentan en espermatozoides 

descongelados en el medio G4. b) espermatozoides lavados por 

centrifugación y aparentemente libres de la yema de huevo del medio de 

congelación. c) la misma muestra de espermatozoides lavados y 

resuspendidos en BTS y teñidos con azul alcian, se hace evidente una 

coloración azul que indica la presencia de azúcares. 

a) b) 

c) 
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Macho T1 T0.5 G4 

1 41.5±3.3 39.6±5.8 55.1±6.8 

2 42.6±10.1 41.9±12.2 39.7±7.4 

3 31.3±5.3* 29.5±6.6* 33.2±2.7* 

4 53.5±11.9 45.25±7.35 51.0±6.6 

Promedios 42.25±4.24
a
 39.06±4.12

a
 44.78±3.35

a
 

 media ± SEM. Literales diferentes por línea indican diferencia 

significativa (P< 0.05) obtenida por medio de la prueba t.  

* diferencia significativa por columna 

 

 

4.2.4  Valoración de la integridad acrosomal 

La Tabla 7 presenta los resultados de los conteos de integridad acrosomal, en donde 

puede observarse que los diluyentes adicionados con trehalosa (T1 y T0.5) mantuvieron 

la integridad acrosomal (p<0.05) de manera notable, pues inclusive el número de células 

con acrosoma íntegro  llegó a ser el doble al de los espermatozoides del grupo G4 

(control). 

 

Tabla 7. Número promedio de espermatozoides con 

acrosomas íntegros  por macho y por tratamiento. 

Macho T1 T0.5 G4 

1 58.13±7.23 67.63±9.12 29.75±3.96 

2 71.13±6.85 74.63±7.90 41.38±4.83 

3 66.25±5.83 74.50±5.84 30.0±5.67 

4 84.75±12.1 82.3±12.1 42.0±5.17 

Promedios 70.0±4.33
a
 74.75±4.39

a
 35.78±3.57

b
 

media ± SEM. Literales diferentes por línea indican 

diferencia significativa (P< 0.05) obtenida por medio 

de la prueba t. 

 

 

 

4.2.5   Integridad ultraestructural 

Ultraestructuralmente un 70% de los espermatozoides criopreservados en T1 

presentaron íntegra tanto la membrana plasmática como el acrosoma (Figura 11a y 11b); 

por el contrario el 64% de los espermatozoides criopreservados en G4, presentaron 

discontinuidad de la membrana plasmática (Figura 12c), así mientras en algunos casos 

se presentó la pérdida evidente del material acrosomal, en otros sólo se hizo patente una 

franca distensión de la membrana plasmática (Figura 12d). También se hizo aparente 

una ligera hinchazón de la membrana plasmática que recubre el flagelo. Adicionalmente 
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en ninguno de los dos muestras analizadas en este estudio, se observó un cambio en la 

estructura de las mitocondrias o en la integridad de las estructuras microtubulares del 

flagelo (Figura 11c). 

 

4.3 Estimación del potencial fertilizante por pruebas dinámicas de respuesta      

fisiológica. 

 

4.3.1 Resultados de la prueba corta de termóresistencia (sTMT). 

En la Tabla 8 se muestran los comparativos antes y después de la prueba sTMT. Se 

encontró diferencia significativa entre el porcentaje de motilidad de los espermatozoides 

T1 (P=0.003), mostrando un incremento al transcurrir los 45 min (8.8 ± 0.6 contra 13.6 

± 0.84). Aunque los espermatozoides G4 presentaron un ligero decremento en su 

motilidad  esta no fue significativa (P>0.005). Al comparar las motilidades entre 

tratamientos, se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos antes y 

después de la prueba, donde el tipo de movimiento fue mejor en los espermatozoides T1 

que en los G4, aunque sin diferencia significativa. La integridad acrosomal fue mayor 

en los espermatozoides T1 que en los G4 (P= 0.005), incluso transcurridos los 45 

minutos donde se ve la protección ofrecida por la trehalosa contra el estrés de la prueba 

de sTMT. 
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Tabla 8: Diferencias entre porcentajes de motilidad, tipo de movimiento e integridad acrosomal de 

espermatozoides descongelados en ambos medios (G4 y T1) obtenidos en la prueba de termoresistencia. 

 Porcentaje de motilidad Tipo de movimiento Acrosomas íntegros † 

 G4 T1 valor P G4 T1 valor P G4 T1 valor P 

Figura 11. Micrografías electrónicas de cortes de cabezas de espermatozoides  descongelados de cerdo.       
a) Corte sagital de la cabeza de un espermatozoide criopreservado en trehalosa (T1). Las flechas negras señalan 

la región acrosomal. Las flechas blancas indican la región postacrosomal recubierta por membrana plasmática. 

N: núcleo; AP: protuberancia apical. b) Acercamiento de la región postacrosomal (flechas negras), la región mas 

electrolucida corresponde a la región acrosomal (flecha blanca). N: núcleo. c) Corte  transversal de cabeza de 

espermatozoide  criopreservado en el medio G4, donde se aprecia la pérdida de continuidad membrana (flechas 

negras). N: núcleo; PM: corte diagonal de la pieza media del flagelo, de otro espermatozoide donde se aprecian 

las mitocondrias y las estructuras microtubulares. d) Corte transversal de cabeza espermática criopreservada en 

el diluyente G4. Las flechas indican las zonas que muestran  una franca distensión de membrana. N: núcleo; F: 

corte de un flagelo. 

   

 1.1µm 

N 

AP 

0.6µm 

N 

PM

1.1µm 

c) 

N 

1.1µm 

d) 

a) b) 
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(línea)b (línea)b (línea)b 

10 min 26.1±1.68   8.8± 0.6 0.004
*
 4.3±0.21 4.5±0.22 0.640 110.7±10.6 149.7±18.1 0.128 

45 min 23.0±1.37 13.6±0.84 0.005
*
 2.1±0.30 2.6±0.21 0.246 49.2±4.8 77.6±8.9 0.005

*
 

Diferencia 3.17±1.17   4.8±0.9  2.1±0.30 1.8±0.30  61.5±9.9 72±11.2  

Valor P 

(columna)a 

 

0.042 

 

0.003* 

  

0.002* 

 

0.001* 

  

0.002* 

 

0.001* 

 

a valor p (columna) diferencia obtenidas  antes y después del tratamiento (T pareada)  
b valor p (línea)  diferencia obtenida con  la comparación entre diluyentes (Mann-Whitney)   
* diferencias significativas  (P< 0.005)     † número de espermatozoides con integridad de 200 contabilizados. 

 

 

4.3.2 Resultados de la prueba  HOST/BBC.  

En la tabla 9 se puede observar  que los conteos de los flagelos positivos a la 

prueba HOST (HOST+) fueron mayores en los espermatozoides G4 (p<0.05) con 

diferencia estadística con el grupo T1. La viabilidad también favoreció numéricamente a 

los espermatozoides G4 aunque  no hubo diferencia estadística con el grupo T1.  Por 

otra parte  si bien la viabilidad de los espermatozoides G4 encontrada mediante la 

tinción E-N, fue mayor que la de los espermatozoides T1, al evaluarse por HOST/BBC 

se comprueba que pese a estar vivos muchos de ellos no presentan integridad acrosomal, 

de hecho a pesar de no encontrar diferencia entre tratamientos (P>0.05), el número de 

espermatozoides G4 HOST+ con acrosoma integro disminuyen de manera notable. La 

prueba de Pearson demostró que la correlación existente entre viabilidad y células 

HOST positivas fue alta (0.737) y significativa (P= 0.006), por lo que puede 

interpretarse que todos los espermatozoides HOST+ contabilizados están vivos y con 

una membrana funcional.  

 

4.3.3 Resultados de filtración 

Los espermatozoides recuperados fueron analizados con triple tinción para valorar 

la viabilidad e integridad acrosomal de los mismos disminuyendo el error atribuible a la 

subjetividad en la valoración de la motilidad, se hizo evidente que al pasar por la 

columna de sephadex, la viabilidad  en los espermatozoides del volumen recuperado 

aumento (30.8 vs 68.8%), aunque la integridad acrosomal se vio ligeramente disminuida 

sin diferencia estadística (64.3 vs 59.7%; p< 0.05). 

 

4.3.4  Porcentajes de penetración homologa in vitro (hIVP) 

    Los porcentajes de penetración observados en la prueba hIVP (Figura 12), no 

mostraron diferencias significativas entre G4 y T1 (p>0.05) (Tabla 9). De igual forma el 
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número de espermatozoides promedio, que penetró en los ovocitos (p>0.05), tampoco 

mostró diferencias entre espermatozoides G4 y espermatozoides T1 (p>0.05). 

 
Tabla  9. Concentrado de resultados estadísticos entre diluyentes de los diferentes parámetros 

analizados. 

Diluyente Host+ * Vivos * Host+ AI *  espz x ovo * % penetración” 

G4 36.66± 3.89
a
 55.33± 2.1

a
 23.16± 4.2

a
 14.1±0.10

 a
 62.6±6.6 

a
 

T1 21.66±3.33
b
 47.33± 4.8

a
 20.0± 3.7

a
 14.4±0.14

 a
 56.8± 5.33

 a
 

Valor p 0.015 0.119 0.588 0.488 0.229 
Host+ = espermatozoides con respuesta positiva a prueba hiposmótica 

Vivos= espermatozoides vivos por prueba eosina-nigrosina 

Host+ AI= espermatozoides positivos a aprueba hiposmótica co acrosoma integro  

espz x ovo= promedio de espermatozoides penetrados por ovocito 

% penetración= porcentaje de ovocitos con espermatozoides penetraos 
* diferencias entre medias por prueba exacta  de Fisher,  se presentan medias± error estándar 

” diferencias entre medianas  por prueba Mann-Whitney; se presentan medianas± error estandar 
a   Superíndices diferentes por columna indican diferencia significativa 
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Figura 12 Imagenes de ovocitos de cerda en MIV e hIVF. A) Complejo cúmulo ovocito  (COC), con las 

células del cúmulo muy compactas (flecha). B) Ovocito después del tratamiento con hialuronidasa para retirar 

células del cumulo a las 22 hrs de MIV. C) Ovocito después de 44 hrs de MIV, nótese el cuerpo polar 

(flecha). D) espermatozoides descongelados interactuando con el ovocito, se ven  claramente adheridos a la 

zona pelucida. E) Penetración de zona por espermatozoides teñidos con Hoechst 342, a espermatozoides 

adheridos a la zona pelucida muy superficiles, b espermatozoide con mayor intensidad y en descondensación. 

F) Colocalización de espermatozoides Hoecsht 342 con ovocito naranja de acridina  (OA), al microscopio 
confocal. 

A B C

D E F
a 

b 

a 
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5.  DISCUSION 

El diseño de un diluyente  para congelación es un proceso  que debe contemplar las 

características fisicoquímicas y el modo de acción de cada uno de los ingredientes 

utilizados en su formulación.  La hipótesis de trabajo del presente proyecto aventuró que la 

utilización de trehalosa mejoraría la crioprotección celular ofrecida por el diluyente. Se 

sabe que los espermatozoides poseen diferente grado de tolerancia al proceso de 

congelación-descongelación dependiente de la especie [Watson, 2000], de ahí que en 

primera instancia pueda pensarse que es esta criotolerancia especie-especifica la que 

explica el porque de las diferencias  en la respuesta a la criopreservación espermática con 

trehalosa en  las diversas especies previamente reportadas. Sin embargo, éstas encuentran 

una mejor explicación si se abordan las diferencias como el resultado de la formulación de 

los diluyentes utilizados en los diversos protocolos que incluyeron este disacárido y no a 

una respuesta especie-especifica hacia la adición de trehalosa.   

De ahí que existan buenos resultados con la adición de trehalosa en espermatozoides de 

carnero a la concentración de 100mM [Aisen et al., 2000, 2002, 2005; Bucack et a., 2007 ], 

en espermatozoides de ratón con 198, 220 y 300 mM [Storey et al., 1998; Sztein et al 2001; 

Thompson et al ., 2001] y en espermatozoides caninos con 375 mM [Yildiz et al, 2000; 

Yamashiro et al., 2007].  Los resultados reportados por Dalimata y Graham [2008], a pesar 

de la baja concentración de trehalosa utilizada (91mM), puede atribuirse a que en la 

formulación de su diluyente adicionó metil celulosa (polímero de glucosa) que favoreció o 

potenció el efecto crioprotector del disacárido. En el caso del bovino, Woelders et al., 

[1997] reportan que la trehalosa disminuye el daño membranal y aumenta la viabilidad 

espermática, lo que a primera vista puede contradecir los resultados  presentados por Chen 

et al., [1992] y Foote et al., [1993], que no reportan mejoras con respecto a su control, sin 

embargo estos últimos investigadores utilizaron concentraciones de trehalosa de 67 y 

100mM respectivamente, a diferencia de Woelders et al., que adicionaron a su medio 

200mM. Por otra parte, Woelders utilizó un diluyente a base de tris-yema de huevo 

mientras que los segundos utilizaron leche descremada en la formulación de su diluyente y 

se ha reportado que el Ca
++
 tiene un efecto detrimental sobre el efecto crioprotector de la 
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trehalosa [Bakás y Disalvo, 1991]. La utilización de leche descremada también pudo afectar 

los resultados en garañones [Squire et al., 2004], que no reporta resultados significativos a 

la adición de trehalosa y que por otra parte adicionó una baja concentración del disacárido 

que sólo fue de 9 mM. 

En el presente estudio cuando se inició el proyecto, en el año de 2006, no existían 

reportes de la adición de este disacárido a criodiluyentes para espermatozoides porcinos, 

porque el primer punto a determinar fue conocer cual sería la concentración más adecuada 

para alcanzar dicho objetivo. An et al., [2000] y Molinia et al.[1994], consideran que la 

crióprotección ofrecida por la trehalosa depende de la concentración de la misma en la 

solución del diluyente,  lo que  Koshimoto y Mazur [2002],  interpretan como un efecto 

crioprotector dependiente de la masa de azúcar, que se refleja en la formación de una 

película protectora muy estable sobre la membrana plasmática evitando su deshidratación. 

Por otra parte también  proponen que no soló la masa es importante ya que la protección es 

proporcional a la molaridad, y esta proporcionalidad es debida  al efecto coligativo del 

azúcar presente en la porción no congelada del medio, la que actúa como agente supresor 

evitando que las sales excedan su solubilidad, se congelen y se precipiten (punto eutectico), 

provocando cambios en la osmolaridad y encogimiento de la membrana. En este caso la 

propiedad coligativa de la trehalosa dependera del número de moles del disacárido 

presentes y no del tamaño o la naturaleza química de la misma. 

Los presentes resultados sugieren que la concentración molar de trehalosa más adecuada 

en un medio a base de yema de huevo y glicerol para mantener la motilidad al 

descongelado, se encuentra entre  250 y 300mM. Esta concentración es alta si se compara 

con la concentración utilizada en los trabajos recién publicados por Hu et al.,[2008]; 

quienes en la formulación de su diluyente utilizan una concentración de trehalosa de 100 

mM, reportando mejoras en motilidad, integridad acrosomal, integridad membranal, 

protección contra la capacitación inducida y reducción del daño al DNA espermático.  Por 

otra parte también reportan que 200 mM de trehalosa disminuyen la tolerancia espermática 

al proceso de criopreservación. Sin embargo hay que hacer notar que el diluyente que ellos 

utilizan tiene una base de Tris-ácido cítrico-fructosa mas lipoproteínas de yema de huevo 

de baja densidad (LDL),  a diferencia del presente que se elaboró con yema de huevo-
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trehalosa; la coincidencia entre ambos diluyentes es la osmolaridad en su caso 430 y en el 

nuestro fue de 416 mosm/kg de agua. Esto sugiere que el efecto crioprotector de la 

trehalosa se ve favorecido por el efecto de la osmolaridad total del medio, de hecho Zeng et 

al., [2001], reportan que al descongelado de espermatozoides de cerdo criópreservados en 

diluyentes con diferentes osmolaridades, un rango entre 420 y 510 mOsm/kg presenta la 

mayor integridad membranal y mejores porcentajes de motilidad.  

El espermatozoide es considerado un osmómetro natural con una gran capacidad de 

contraerse y cambiar de volumen para manejar las concentraciones de agua intracelular, 

con lo que pretende mantener el equilibrio de solutos entre su compartimiento interno y el 

medio extracelular [Gao et al., 1993; Zeng et al., 2000; Ball y Anthony 2001; Petrunkina et 

al., 2005]. Esta capacidad de respuesta se ve favorecida por medios de congelación 

ligeramente hiperosmóticos y se refleja principalmente en la prevención de alteraciones 

membranales [Gao et al., 1993; Woelders et al., 1997]. Nuestros  resultados indican que en 

el caso del espermatozoide criopreservado del cerdo, la trehalosa es capaz de  mantener la 

motilidad espermática siempre y cuando el rango de molaridad del medio se mantenga  

ligeramente hiperosmótico por lo cual adiciones molares por debajo de 100  o mayores a  

300 mM de trehalosa a un diluyente a base de yema de huevo-gicerol, se verán reflejados 

en la ausencia de motilidad.  Aisen et al., [2002], reportan que la crioprotección sobre 

espermatozoides de carnero con un diluyente adicionado con trehalosa fue dependiente de 

la concentración del disacárido y que al utilizar concentraciones hipertónicas de esté (200 y 

400 mM), la membrana espermática perdió su capacidad permeable y disminuyeron los 

porcentajes de motilidad al descongelado. Se ha reportado que la utilización de disacáridos 

como la lactosa (Corcuera et al, 2007), afecta adversamente la motilidad pero provee  

crioprotección efectiva sobre los acrosomas [Koshimoto et al., 2002].  

A su vez, una disminución en la  motilidad a causa de la trehalosa  ha sido reportada por 

Garde et al., [2002], en espermatozoides criopreservados de gacelas y Fernández–Santos et 

al., [2007], reportan en el ciervo rojo que la adición de disacáridos fue en detrimento de la 

motilidad, aunque no interpretan por qué, podemos suponer que la motilidad se vio 

comprometida al utilizar un medio con una concentración tan alta como 400mM de 

trehalosa. Saragusty et al., [2008] por su parte reportan ausencia total de motilidad en 
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espermatozoides criopreservados de elefante, aunque encuentran aumentos significativos en 

integridad celular y en viabilidad, es decir células con mejor morfología, vivas pero 

inmótiles. 

Los resultados encontrados por Saragusty et al., [2009], son muy similares a los nuestros 

ya que en nuestro caso la adición de trehalosa  mejoró de manera significativa la integridad 

acrosomal y en menor porcentaje la viabilidad espermática; pero de manera similar 

obtuvimos gran cantidad de células vivas e integras pero inmotiles. Se ha mencionado que 

los disacáridos como la trehalosa deprimen la motilidad [Woelders et al., 1997; Fernández-

Santos et al 2007], lo cual  puede ser el reflejo de la molaridad o/y la concentración masal 

de la trehalosa que aumenta la viscosidad del medio al que son adicionados [Chen et al., 

2000; Sampedro y Uribe, 2004]. Este aumento característico de la viscosidad de las 

soluciones en las que es agregada, es una de las propiedades que este disacárido ofrece para 

proteger a las membranas biológicas [Chen et al., 2000, 2002; Sampedro y Uribe 2004; 

Patist y Zoerb, 2005], por lo que posiblemente esta viscosidad podría ser la que impidió el 

movimiento flagelar de los espermatozoides en el presente estudio. Woelders et al., [1997], 

en su trabajo sobre el efecto de medios de congelación ligeramente hiperosmóticos sobre 

espermatozoides de bovino y en cuya composición se incluye la trehalosa, lograron 

recuperar la motilidad suprimida, retirando el azúcar de las células criopreservadas por 

medio de lavado y resuspensión en un medio isotónico. En ese caso los porcentajes de 

motilidad recuperados fueron más bajos al compararlos con los espermatozoides 

criopreservados en medios isotónicos. En nuestro estudio el lavado del semen 

criopreservado para retirar la trehalosa no permitió recuperar la motilidad de los 

espermatozoides. Adicionalmente, se comprobó que el retiro de la trehalosa de la 

suspensión espermática no es total después de dos lavados ya que las células lavadas 

continúan tiñéndose alrededor con  azul alcian, detector de azúcares ácidos. 

 Una propuesta razonable es pensar que la disminución de la motilidad provocada por la 

trehalosa podría verse incrementada por el daño provocado por las repetidas 

centrifugaciones que implica el proceso de congelación-descongelación, ya que este 

proceso es capaz de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden provocar 

daño celular irreversible [Kessopoulou et al., 1992; Gosalvez et al., 2003; Membrillo et al 
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2003]. Sin embargo ha sido reportado que la trehalosa posee un efecto antioxidante  

[Kikawada et al., 2007], que se ve reflejado en la protección conferida a espermatozoides 

descongelados de carnero [Aisen et al., 2005] y de cerdo [Hu et al. 2008] favoreciendo la 

integridad del DNA, por lo que podemos minimizar el efecto aditivo que las ROS tuvieran 

sobre la supresión de la motilidad en nuestro estudio, aunque no descartamos el daño 

mecánico provocado por las múltiples centrifugaciones.  

Por otra parte se sabe que la crioprotección ofrecida por los azúcares (protectores no 

permeables) es incompleta, por lo que su combinación con un crioprotector permeable es lo 

mas indicado.  Esto fue patente en nuestra investigación ya que los medios a base de 

trehalosa-yema de huevo libre de glicerol (T250 y T300), no mostraron motilidades 

aceptables como para su aplicación al descongelado. De ahí que se optara por aplicar 

glicerol, ya que se ha reportado que su adición potencia de manera sinérgica la capacidad 

crioprotectora de la trehalosa [Aisen et al., 2002; An et al., 2000].  En contraparte, Tada et 

al., [1990], demostraron que la crioprotección sobre espermatozoides brindada únicamente 

por el glicerol resulta inefectiva, mientras que Koshimoto et al., [2000], proponen que la 

mezcla de un azúcar (en su caso rafinosa) y glicerol es incluso menos efectiva que la 

protección brindada por el azúcar en si. En nuestro estudio se comprobó que la motilidad 

observada en medios convencionales libres de trehalosa, un medio adicionado con  1% de 

glicerol (medio G1), presentó una motilidad menor en comparación con el diluyente control 

(G4) que contenía 4 % de glicerol, lo que se interpreta como la insuficiente crioprotección 

espermática que bajas concentraciones de glicerol ofrecen sin la presencia de un 

crioprotector no permeable adecuado. La menor motilidad presentada por espermatozoides 

G1 en este estudio contrasta incluso, con la observada en espermatozoides criópreservados 

en  T0.5  (trehalosa + 0.5% glicerol) que presentó ligeros incrementos numéricos de 

motilidad, aunque sin diferencia significativa (P>0.05). Por su parte  el medio T1 que 

contenía trehalosa mas 1% de glicerol, aun cuando no superó el porcentaje de motilidad 

observado con el medio G4, no presentó diferencia estadística con el mismo (P>0.05), lo 

que permite proponer que la adición de trehalosa 250mM, permite disminuir la 

concentración de glicerol sin que la motilidad se vea severamente afectada, lo que abrió la 
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posibilidad de utilizar estos eyaculados congelados en T1 para las pruebas de fertilidad in 

vitro.  

Por su parte la adición de  KCl  potencializó el efecto crioprotector de la trehalosa, lo 

cual concuerda con lo reportado por Revell y Glossop [1989], que reportaron diferencias 

significativas al agregar trehalosa y KCl a un diluyente de conservación a 16ºC de mediana 

duración (5 días de almacenaje). Al respecto Drobnis et al., 1992 reportan aumentos 

abruptos del KCl cerca del fin de la transición termotrópica de fases de la bicapa lipídica de 

la membrana celular de espermatozoides congelados de cerdo y de camarón. De acuerdo 

con estos autores, este incremento es un sello característico del daño por congelación.  Es 

muy sugestivo que las mejoras obtenidas en nuestros experimentos en cuanto a viabilidad y 

motilidad con la adición de KCl, sean debidas a que este ion pueda ser utilizado por el 

espermatozoide porcino para regular su osmolaridad durante la transición de fases a la que 

su membrana se ve sometida durante el proceso de congelación-descongelación.  

El efecto de la temperatura fue otro punto abordado por nuestros experimentos en la 

búsqueda de incrementar la motilidad al descongelado. Al estudiar esta variable 

encontramos que el semen criopreservado en un diluyente con trehalosa y envasado en 

pajillas de 0.5 ml, no presenta diferencia significativa entre el porcentaje de motilidad a una 

temperatura de descongelación de 37ºC por 30 segundos y un descongelado a 56ºC por 12 

segundos, aunque a 37ºC obtuvimos una ligera mejoría numérica, por lo cual optamos por 

esta temperatura de descongelación para continuar nuestro trabajo. Por otra parte las tasas 

de enfriamiento y descongelado son las variables que influencían la criosupervivencia 

espermática que pueden ser ajustadas con mayor facilidad. Por ello establecer las 

temperaturas de congelación-descongelación mas adecuadas, se convierte en un 

prerrequisito para establecer un protocolo de criopreservación óptimo. Se ha demostrado 

que tanto la velocidad de descongelado como la de enfriamiento son importantes ya que en 

ambos procesos el espermatozoide debe cruzar zonas críticas de temperatura que provocan 

daño celular, por ejemplo entre los 0, -15 y -25ºC que son temperaturas con formación de 

hielo, con el consecuente estrés osmótico provocado por la deshidratación [Watson, 2000; 

Holt, 2000a]. La consideración general es que la respuesta espermática al descongelado 

depende del rango de la velocidad de congelación utilizado. Por ejemplo de acuerdo con 
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Fiser et al., [1993], la mejor respuesta a una velocidad de congelación de 30ºC por minuto, 

es un rápido descongelamiento de 1200ºC por minuto. Son diversos los autores que 

reportan estos protocolos de descongelación manejando velocidades rápidas de 

descongelado para evitar el menor daño posible celular, al acortar los tiempos en que la 

célula esta sometida al estrés debido a las diversas transiciones de fase de la membrana 

[Larsson y Einarsson, 1976]. Bwanga et al., [1990], obtienen mejores resultados 

descongelando a 37ºC por 30 segundos a un pH de 6.3. En contraparte Gosálvez et al., 

[2003], buscando disminuir la influencia de los  individuos con baja calidad seminal (malos 

congeladores) mediante el uso de dosis heteroespérmicas (mezclando eyaculados de 

diferentes sementales),  encontraron que el descongelado del semen a 42ºC por 20 segundos 

dio los mejores porcentajes de motilidad; Cordova et al., [2001] también reportan buen 

resultado al descongelar a 42ºC pero con la variante en  tiempo, su propuesta es por 12 seg. 

Nuestros resultados sugieren que la motilidad espermática al descongelado, se relaciona 

con la temperatura alcanzada por la muestra en el interior de la pajilla, ya que en el 

descongelado a 37ºC la temperatura fue de 30.3ºC mientras que a 56ºC  fue de 25 ºC, es 

decir la  primera tuvo una mayor temperatura en el interior de la pajilla; de acuerdo con 

Faiser y Fairfull [1990], un incremento en el rango de descongelado reduce la 

recristalización del hielo intracelular, disminuyendo el daño a estructuras internas, pero por 

otra Mazur [1984], sugiere que una rápida velocidad de descongelación puede inducir 

estrés osmótico, ya que la descongelación inmediata de la solución extracelular causa un 

desbalance intracelular por la rápida entrada de agua y la salida del crioprotector;  al 

parecer una rápida curva de descongelación tiene efectos favorables sobre viabilidad, 

motilidad e integridad acrosomal [Pursel y Johnson, 1975; Eriksson y Rodriguez-Martínez, 

2000; Cordova-Izquierdo et al., 2006].  

Por otra parte la prueba de termoresistencia demostró que el porcentaje de motilidad 

menor de los espermatozoides T1 al descongelado se ve mejorado a los 45 min de 

incubación a 42 ºC, a diferencia de los G4 que muestran un  ligero decremento en la 

motilidad, proporcional al periodo de incubación, por lo tanto parece ser que los 

espermatozoides criópreservados  en 250 mM de trehalosa, tardan un poco mas en salir de 

la anabiosis, pero a su vez presentan mejor respuesta al estrés por aumento de temperatura. 
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Un decremento en el porcentaje de motilidad en pruebas de termoresistencia se ha asociado 

a un efecto toxico por la liberación de amino oxidasas provenientes de los espermatozoides 

muertos [Fiser et al., 1991], podría asumirse que la protección que la trehalosa brinda 

contra la temperatura durante la prueba de termoresistencia puede implicar la protección 

contra estas amino oxidasas. De hecho el tipo de movimiento presentado por los 

espermatozoides T1 es de mejor calidad que los G4, esto es importante ya que desde hace 

tiempo se ha reportado que el porcentaje de motilidad no es reflejo fiel de la capacidad 

fertilizante de un eyaculado, mientras que el tipo de movimiento tiene una mayor 

correlación con los índices de fertilidad obtenidos, al menos con la aplicación de semen 

fresco refrigerado [Estienne et al., 2007].  

En el presente trabajo la trehalosa, mejoró la integridad acrosomal de los 

espermatozoides del cerdo de manera significativa (p<0.05) en mas de un 35% lo que es el 

doble de células con acrosomas íntegros presentados al descongelado por el medio G4. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado en carnero [Aisen et al., 2002], conejo 

[Dalimata y Graham, 1997], perro [Yildiz et al., 2000; Yamashiro et al., 2007] y ratón 

[Sztein et al.,  2001; Thompson et al., 2001], especies donde la integridad acrosomal fue 

elevada. Por otra parte también concuerda con las mejoras obtenidas con el diluyente 

Reading de larga duración que disminuyó un 9.7 por ciento los acrosomas perdidos al 

compararlo contra un diluyente sin trehalosa,  aún y cuando este sólo lleva una mínima 

cantidad de trehalosa (2.6mM) en su formulación [Revell y Glossop et al., 1989] y que de 

acuerdo a los autores debe  a la presencia de este azúcar,  el mayor porcentaje de células 

con acrosoma íntegro. Saragusty et al., [2008] no reportan motilidad al descongelado, pero 

obtienen un 72% de integridad acrosomal muy cercana al 77-78% que se reporta en los 

espermatozoides frescos. Es interesante notar que en nuestro trabajo a una menor 

concentración de glicerol (0.5%) los porcentajes de acrosomas íntegros obtenidos en 

presencia de 250 mM de trehalosa son ligeramente mayores que los obtenidos a mayores 

concentraciones de glicerol lo que parecer ser provocado por la citotoxicidad de este 

crioprotector permeable, siendo el acrosoma una de las principales estructuras alteradas por 

el mismo [Fahy, 1986; Murdoch y Jones, 1978; Faiser et al., 1993; Buhr et al.,  2001]. 
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Las observaciones al MET confirmaron lo antes expuesto ya que la trehalosa fue capaz 

de mantener una mayor integridad en la membrana plasmática y acrosomal, lo cual 

concuerda con lo reportado por Aisen et al., [2005], al evaluar por MET espermatozoides 

de carnero criópreservados en trehalosa y que encontró aumento significativo en la 

integridad celular posterior al descongelado. Esto se debe a la capacidad de este disacárido 

de interactuar con las moléculas de agua, creando un complejo estabilizador por medio de 

la interacción de puentes de hidrogeno que estabiliza la membrana durante sus fases de 

transición, manteniendo hidratados a sus fosfolípidos integrales y a su vez manteniendo a 

las cadenas hidrocarbonada de los mismas en estado fluido, diminuyendo con ello la 

separación lateral de dichos fosfolípidos e inhibiendo el efecto de fusión entre bicapas 

lipídicas de las membranas celular y acrosomales [Crowe et al, 1978; Tsvetkova et al., 

1988; Chen et al 2000]. 

Otra variable a considerar en nuestros resultados es el efecto aportado por el semental, 

ya que ahora se sabe que existe una marcada diferencia individual en la tolerancia 

espermática a la congelación [Larsson y Einarsson, 1976; Medrano et al., 2002; Holt et al., 

2005 Roca et al., 2005], lo que se reflejo al valorar el porcentaje de motilidad individual, 

donde se encontró diferencia significativa entre el macho 3 y el resto de los machos 

evaluados. Esta diferencia también se presentó en los índices de viabilidad donde el macho 

4 presentó una mejor viabilidad que el resto de los machos, mientras que el macho 3 

presentó la más baja viabilidad (Tabla 5). También se observó que aunque no hay 

diferencia significativa en la respuesta de viabilidad al tratamiento entre los machos 1 y 4, 

el macho 4 presentó mas células viables en el medio T1 mientras que el macho 1 presentó 

mayor número de células viables en G4 (Tabla 6). Estos resultados hacen patente cierta  

variabilidad individual que Waterhouse et al. [2006], interpretaron en un estudio 

comparativo como el resultado parcial de las diferencias en la cantidad de ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena larga (PUFAs) presentes en las membranas plasmáticas de los 

espermatozoides que varían de individuo a individuo. De hecho en ese mismo estudio la 

comparación se efectuó no solo entre individuos sino también entre dos razas porcinas, 

llegando a la conclusión de que el factor individuo y no la raza es el factor decisivo para los 

rangos de supervivencia e integridad membranal obtenidos al descongelado. Es con base a 
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esta marcada criotolerancia individual que Gil et al.[2005] proponen un análisis 

multivariado postdescongelado espermático, para predecir la fertilidad in vitro. Mas  

recientemente Hernández et al., [2007], propone ajustes a las condiciones de 

criopreservación que reduzcan la incidencia de eyaculados con bajo rendimiento a la 

descongelación. 

La prueba dual HOST/BBC de la cual no tenemos reportes anteriores publicados, 

demostró ser una combinación práctica para obtener rápidos resultados. Los flagelos 

reaccionados a la prueba HOST, sugieren a primera vista, que la protección de la trehalosa 

sobre la integridad acrosomal, no es igualmente efectiva para mantener la funcionalidad de 

la membrana plasmática. Sin embargo la prueba HOST/Coomassie, nos permitió enriquecer 

la muestra al seleccionar a los espermatozoides  que permitieron la entrada de agua 

buscando  restablecer el equilibrio osmótico, pero que además mostraban un acrosoma 

integro, lo que se reflejó en que la diferencia estadística, encontrada entre los HOST+ de 

G4 y T1, se pierde al analizar espermatozoides HOST+ AI (Tabla 9).  

A pesar de que se ha encontrado una alta correlación entre los resultados de  la prueba  

HOST y los porcentajes de penetración in vitro [Matas et al., 1993; Martínez et al., 1998].  

Esteves et al [2007], afirman  que en semen humano fresco, la correlación entre 

espermatozoides  vivos y HOST+ es alta, mientras que en descongelado no se ha podido 

correlacionar. En nuestro caso, la correlación encontrada  en nuestros experimentos  entre 

vivos-HOST+ fue alta (0.737) y significativa (P= 0.006), por lo que interpretamos que 

todos los espermatozoides HOST+AI contabilizados estaban vivos, lo que sugiere que pese 

a las diferencias en motilidad, el número de espermatozoides potencialmente fértiles en 

ambos tratamientos es el mismo. Por su parte Hu et al., [2008],  reportan que la trehalosa es 

capaz de disminuir la criocapacitación de los espermatozoides de cerdo, lo cual en teoría, 

aumentaría el tiempo de vida fértil espermática.     

   En este trabajo se optó por la utilización de la prueba hIVP, para comprobar el 

potencial fertilizante de los espermatozoides, por ser una prueba que ha demostrado tener 

una alta correlación con los porcentajes de fertilidad obtenidos con semen de cerdo 

[Martínez et al, 1993,1998; Matas et al., 1998],  ya que  al superar las barreras de  unión y 

penetración de la zona pelucida en gametos homólogos, provee un mejor indicador sobre la 
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capacidad fertilizante espermática que los sistemas IVF heterologos.  Ha sido reportado que 

la utilización de ovocitos inmaduros recién recolectados de ovarios de hembras sacrificadas 

en rastro, puede aportar la misma  información que los ovocitos maduros en una prueba 

hIVP, si se toma la precaución de retirar las células del cúmulo de los primeros [Matas et 

al., 1993; Martínez et al., 1993,2001]; sin embargo en este trabajo se optó por la utilización 

de ovocitos maduros porque un objetivo a posteriori  de este equipo de investigación es la 

obtención de embriones in vitro. 

Aunque la prueba hIVP no mostró diferencias entre espermatozoides G4 y T1, tomando 

como referencia el estudio realizado por Gadea et al. [1988], los porcentajes de penetración 

obtenidos permiten clasificar nuestras muestras descongeladas como eyaculados de 

fertilidad intermedia  (entre 40 a 60% de penetración). Existe una fuerte correlación, entre 

esta prueba y los resultados de fertilidad. Por lo tanto, las fertilidades esperadas deberían 

entrar dentro de este rango (40 a 60%), lo cual deberá comprobarse mediante la 

inseminación directa de hembras en estro. 

Al término de esta investigación hemos comprobado que la crioprotección extracelular 

ofrecida por la trehalosa, mantiene la integridad acrosomal,  la viabilidad y la motilidad de 

los espermatozoides de cerdo, lo que a su vez abre interrogantes que pueden plantearse 

como propuestas para futuras líneas de investigación. La primer propuesta parte de que  

otras tecnologías de reproducción asistida no se ven limitadas por la disminución o 

ausencia de motilidad espermática por ejemplo, Sánchez-Partida et al., [2008] al liofilizar 

espermatozoides de mono rhesus con una solución de trehalosa 300mM, encuentran a la 

rehidratación limitada viabilidad y  nula motilidad, pero la mayoría de los centríolos 

proximales intactos. Ahora se conoce la importancia que los centríolos proximales 

espermáticos juegan durante la fertilización, ya que se convertirán en el núcleo organizador 

del citoesqueleto de las primeras etapas del embrión [Schaten, 1994; Palermo et al., 1997], 

por lo que la integridad ofrecida por la trehalosa convirtió a estos espermatozoides 

liofilizados de mono en herramientas potenciales para la utilización en inyecciones 

intracitoplasmáticas. Esto abre interesantes perspectivas para la investigación y aplicación 

de la trehalosa en este tipo de tecnologías. La liofilización de espermatozoides de cerdo ha 

sido reportada con éxito por lo menos una vez [ Kwon et al., 2004];  en ese protocolo no se 
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incluye trehalosa pero los resultados de integridad y la presencia de espermatozoides vivos 

inmotiles obtenidos en nuestros experimentos apoyan la teoría de que la trehalosa tendría la 

capacidad de mantener la integridad espermática de espermatozoides porcinos sometidos a 

liofilización, de hecho actualmente hay por lo menos una investigación en proceso sobre 

este particular [ Fernandez et al., 2005]. 

La segunda propuesta retoma la idea de que varios organismos son capaces de producir 

trehalosa interna lo que les confiere un alto grado de protección contra el estrés 

medioambiental provocado por la desecación y altas o bajas temperaturas, por lo tanto es 

muy probable que la protección intracelular aportada por la trehalosa pudiera ser mas 

benéfica que la aportada de manera extracelular. De heco Eroglu et al., [2002], ya han 

explorado esta idea inyectando  trehalosa en ovocitos humanos y comprobando que una 

pequeña cantidad intracelular es capaz de proveer una significativa protección contra el 

estrés provocado por la congelación. Desde luego la inyección de un ovocito es un 

procedimiento viable por ser una célula mucho mayor que un espermatozoide, sin embargo 

existen mecanismos que ahora se encuentran en proceso de investigación como es el caso 

de transportadores membranales que promueven la permeabilidad de la trehalosa 

[Kikawada et al., 2007] o la formación de canales transitorios con el mismo propósito 

[Gonzales et al., 2000], que podrían ser empleados para introducir la trehalosa dentro de la 

célula espermática que va a ser congelada. 

 En conclusión  el medio formulado con trehalosa durante este experimento, no cumplió 

con nuestras expectativas de mejorar significativamente la fertilidad del semen porcino al 

descongelado, sin embargo nuestros resultados sugieren que la adición de trehalosa: 

a) Disminuye el daño acrosomal provocado por el proceso de criopreservación del 

semen de cerdo. 

b) Permite la disminución en le porcentaje de glicerol hasta el 1% del volumen final 

de un diluyente a base de yema de huevo-trehalosa sin perdida de la viabilidad 

pero con depresión en la motilidad.  

c) No favorece los rangos de penetración espermática en comparación con los 

obtenidos por espermatozoides criópreservados en un medio sin la presencia de 

trehalosa. 
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d) Favorece la respuesta espermática a la pruebas de termoresistencia,  mejorando los 

índices de integridad celular lo que sugiere que espermatozoides criópreservados 

con trehalosa contarán con mejor probabilidad de mantenerse potencialmente 

fértiles dentro del tracto reproductivo de la hembra por un periodo mas prolongado 

que los espermatozoides criópreservados en un medio convencional. 

e) Convierte al  medio adicionado con trehalosa y bajo en concentración de glicerol 

en una opción para trabajar en técnicas de reproducción asistida e investigación 

como son la fertilización in vitro (IVF) y la inyección intracitoplasmatica (ICSI). 

 

Por lo tanto, las recomendaciones que sugerimos para la continuación de este proyecto 

son: 

a) Valorar si la integridad acrosomal obtenida en este trabajo con la inclusión de 

trehalosa, tiene algún efecto positivo en la técnica de sexado de semen.  

b) Probar la adición intracelular de trehalosa con la intención de experimentar la 

factibilidad del proceso y determinar si tiene algún efecto positivo al descongelado 

de los espermatozoides criópreservados de cerdo.  

c) Explorar la capacidad de la trehalosa como crioprotector en la liofilización de 

espermatozoides porcinos. 
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