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RESUMEN 

ARMANDO PALACIOS ANGOLA. Efecto de Ja substitución de yema 
de huevo por albúmina sérica bovina, suero equino o suero 
bovino en el diluyente de congelación sobre la viabilidad 
posdescongelación del espermatozoide equino. <Bajo la 
direcció~ de Luis A. Zarco Quintero) 

Se colectaron 14 eyaculad•)S equinos, y de cada 
uno de ellos, previa centrifugación, se obtuvieron 7 
al icuotas que fueron incorpc•radas a los diluyentes de 
congelación, cuya base general no difiere para ninguno de 
los tratamientos estudiados, excepto en el componente 
proteico, en el qua usualmente se incluye la yema de huevo 
al 201. CYH> y que en este tYabaJo se substituyó por1 suero 
equino al 31. CSE3), suero equino al 61. (SE6>, suero bovino 
al 31. (583), suero bovino lll GY. <SB6), al b•lmina sér ica 
bovina al 2:'. <A52) o albúmina sér lea bovina al 3% <AS3). 
El proceso de congelación-descongelación fue el mismo para 
todos los tratamientos. Se utilizó el sistema P.A.S. 
CPyograma para An..11 isio de Sernen) con el fin de evaluar la 
mot.il idad, velocidad y 1 ineal idad del recorrido de las' 
muestras en posdescongelaci6n. En general· se notó un 
efecto detYimental considerable de todos los substitutos 
al momento de la descongelación ya que sólo el 46/. de las 
muestYaa en estudio tuvieron viabilidad detectable por la 
computadora. En cambio, todas las muest~as control (YH) se 
pudieron analizar. La motilidad se presentó relativamente 
homogénea p"rc?; todos los tratamientos, a excepción del 
diluyente 586 con 36 ± 5Y. vs el diluyente 983 con 14 ± 47. 

-cP<0.01). La motilidad también fue analizada visualmente, 
encontrándose que el diluyente YH resultó ser el de mayor 
motilidad, 30 ± 3Y., y el 503 y SEG los de menor motilidad 
con 13 ± 3Y. <P<0.001>. El diluyente VH presentó el mejor 
Indice de velocidad con 64 ± 2 µm/seg, y el SB3, 586 y SE3 
con 49, 45 y 52 µm/seg respectivamente, como los de menor 
ve loe !dad <P<O. 001>. La 1 !nea! idad re~ul tó mejor para el 
diluyente VH y 586 que para los demés diluyentes 
CP<0.001). Se concluye que el uso de la yema de huevo en 
el diluyente de congelación de semen equino provee una 
meJoY protección al espermatozoide ante dicho proceso, que 
los otros c:omponentes o sus porcentaJes de inclusión en el 
diluyente. 



l • I NTRODUCC ION 

En los últimos affos las diferentes asociacion·e"S 

de registro de razas de caballos han implementado cada vez 

más el método de inseminación artificial paYa la 

reproducción del equino, y no pocas utilizan el sistema de 

congelamiento de semen para tal propósito (Varner, 1986). 

lndependienteml3nte de las controvel"sias que ha 

causado el uso del se1nen congelado en la. reproducción 

equina, es inobJetable que en el proceso de congelación-

descongelación la pérdida espermática es de 

aproximadamente entre el 50-GOY. <Amann y Pickett, 1'987; 

Varner, 1986), por lo que se han realizado diversas 

investigaciones en las cuales el objetivo ha sido 

modificar algOn o algunos de los pasos del procedimiento, 

a fin de encontrar, no siempre C:e manera directa, una 

disminución en la merma de la viabilidad espermAtica 

posdescongelación. A tal efecto se han realizado estudios 

sobre modificaciones en la centrifugación, en la 

osmolaridad del diluyente de congelación, en el tipo de 

envase, en la concentración espermiiltica, en el ritmo de 

d~scenso de la temperatura de congelamiento, asi como en 

los crioprotectores intracelulares y en los azllcares del 

diluyente (Clay et al, 1'384 a,b¡ Cochran et al, 1'384¡ 

Cristanelli et al, 1'384¡ Jiménez et al, 1'387¡ Love et al, 

198'3¡ Martin et al, 1979; Palac los et al, 19'32; Pickett y 

Amann, 1987; Volkmann, 1987l. Sin embargo, h11 sido dif!cil 



ubicar en la literatura un estudio que se dedique a 

investigar el efecto de los crioprote•:tores de membrana, 

sobre todo los componentes proteico~ del diluyente de 

congelación del semen equino, p•:>r l•:• que el •:ibjetivo del 

presente trabajo es determinar si existe variación en la 

viabilidad posdescongelación del semen equino al utilizar 

suero equino, suero bovino o albl.'.tmina sér ica bovina, a 

diferentes por~entaJes de inclusión, en substitución de la 

yema de huevo en el diluyente de congelación • 

. 2 



2. REVISION DE LITERATURA 

2.1 Aspectos fisiológicos en el congelamiento de semen. 

Siendo el agua la fuente esencial para las 

funciones vitales de cualquier organismo, no es raro 

pensar que la falta o solidificación de ésta cause 

incompatibilidad para la vida CBeall, 1983; Mazur, 1984>, 

sin embargo, la permanencia de una célula en estado de 

congelación se contrapone a lo anteriormente dicho, ya que 

con el métod•:i de con gel amiento se puede preservar una 

célula a temperaturas extremadamente ba.jas, permitiendo 

que el meta.bol ismo se reduzca "absolutament.e 11
, sin que 

pierdo! su potencial vital <Watson, 198G). A temperaturas 

de -196°C no hay reacciones bioquimicas ni energía térmica 

d~ntro de la célula, aún más, no hay evidencia de que 

puedan haber cambios de índole genético. No c.ib-&tante, 

dicha estabilidad solamente puede ser mantenida a 

temperaturas por deba.Jo de los -130°C, ya que a 

temperaturas mayores puede haber intracelularmante agua no 

congelada, la cual permite funciones metabólicas, causando 

la degradación de la célula CMazur, 1984). 

Al pensar en cr iopreservar semen se debe tener 

claro que el objetivo es mantener los requerimientos y 

propiedades de un espermatozoide para poder fertilizar, y 

que son: 

1) Metabolismo para llevar a cabo la producción de 

energia para sus funciones CAbdelhakeam et al, 1'99,11 Amann 

Y-Pickett, 1987¡ Mazur, 1984¡ Pontbriand et al, 1989). 
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2) Proteínas plasmáticas necesat" ic\s para 1 a 

sobrevivencia dentro del aparato reproductor femenino, y 

para 1 a adhesión al ovoc i to en el momento de la 

fertilización <Amann y Pickett, 19871. 

3) Enzimas acrosomales Otiles para la penetración 

al ovocito <Amann y Pickett:, 1987; Pontbriand et al, 

1'389). 

4) Capacidad de movimiento progresivo <Amann y 

Pid~ett, 1987; Pontbriand et al, 1989). 

Está comprobado que al reducir la temperatura por 

debajo de los 20°C el espermatoi:•:dde 1:omienza a pYesentaY 

cambios biofisicos, principalmente en 1 a membrana 

plasmática CAmann y Pickett, 1987; Oaw et al, 1973; 

Watson, 1985), pero no as sino cuando se somete a. 

temperaturas entre los 0°C y los -20°C, o hasta los -60ªC, 

que el espermatozoide sufre efectos de rtescompensación 

iónic~ y do líquidos suficientemente graves para causar un 

choque térmico <Abdelhakeam et al, 1991; Amann y Pickett, 

1 '387; Daw et al, 1973>. Esto se puede detectar al 

microscopio por la presencia de espermatozoides con la 

cola doblada, con pérdida de la motilidad por la 

disminución de energía, o realizando movimientos en 

circulo, lo cual se debe al aumento de la permeabilidad de 

la membrana plasmática y a la salida de iones y moléculas 

<Beal 1, 1 '383¡ ºª" et al, 1973). 

El problema en la crioconservación no es la 

habilidad del espermatozoide para mantenerse viable a 

4 



-196°C, sino sortear el daño que ocurre durante el 

congelamiento y descongelamiento al pasar la célula por 

una zona de temperatura critica entre -15º y -60 ºC CAmann 

y Pickett, 1987; Franks et al, 1983; Ma:zur, 1984; Parks y 

Graham, 199'2; Watson, 1986), durante la cual se producen 

fenómenos que se derivan del proceso. de enfriamiento, 

tales como formación de cristales intra y 

extracelularmentl!, deshidratación y distorsión de la 

membrana CDaw et al, 1973). 

Ba.jo condiciones normalE's, el daño que una 

célula sufra durante el con gel amien·to depende de la 

velo•:idad de enfriamiento a la que ocurra dicho proceso. 

Mientras disminuye la temperatura, antes de llegar a -5°c, 

los l iquidos aún no sufren cambios, pero al bajar de esta 

temperatura se comienzan a formar cristales extracelUlares 

de agua pura, logretndo que por el mismo fenómeno de 

cristalización, toUos los solutos queden separados del 

cristal, aumentando asi la concentración de sales en la 

porción de_agua que aún n_o_se_ •:ongela (agua precongelada)'! 

El término precongel amiento (supercool ing en inglés) 

define al momento umbral antes de que una célula o su 

ambiente sea congelado CFranks et al, 1'983; Mazur, 1984>. 

Dentro de la célula hay también agua precongelada, por lo 

que se mueve hacia afuera para equilibrar la concentración 

de sales en el exterior, sucediendo así la deshidratación 

celular. Si el agua no sale r~pidamente hay formación de 

cristales intracelulares, que dañan mecánicamente a la 

célula. Si la tasa .de enfriamiento es lenta, la alta 
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concentración de sales que queda en la porción no 

congelada dentr1:0 de la célula puede dafrarla, además de 

deshidratarla, por lo que se hace importante encontrar el 

ritmo óptimo de enfriamiento CAmann y Picl:ett, 1987). 

Con la fin al idad de entender mejc•r este proceso 

se hace prP.ciso remontllrse a la fisiología de la membrana 

espermática. La configuración bilaminar de las cadenas de 

ácidos grascis de los fo9folipidos, Junto cr::on l<lS proteínas 

integrales y periféricas conforman una barrer~ hidrof6bica 

dificil de atravesar. Las cadenas fosf•:¡lipídicas están 

arregladas en la membrana de tal manara que p~eden moverse 

libremente en ella, esto da la propiedad de fluidez a la 

membrana, la cual puede ser intertumpida por V3.rios 

factores, entre ellos la temperatura. Al bajar ésta, se· 

produce un reacomodo de las cadenas de fosfol :tpidos en 

forma de paquetes, ya sea en forma bilaminar o hexagonal, 

formándose con esto regiones cristalinas. Sin embargo, hay 

regiones en las que todavia existen líquidos, y aqwallas 

-proteínas que fueron separadas del bloque_ crista~ iryo se 

yeagrupan, de forma que se construyen brechas de 

comunicación en la membrana (Amann y Pickett, 1987; Beall, 

19831 Parks y Braham, 1992). 

Una hipótesis que también se plantea <Watson, 

1986) explica que al descender la temperatura por debajo 

de OºC disminuye la formación de ATP, por lo que la bomba 

de sodio-potasio de la membrana plasmática (ATP-

dep'endiente> también disminuye su actividad. Esto causa 
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que el potasio que atraviesa la membrana para salir, fluYa 

a una tasa mayor que el potasio que entra, por lo que la 

concentración de l( intracelular disminuye y la relaci·ón 

Na-K se altera. Esto causa una despolarización parcial de 

la membrana, abriéndose por ello los canales de calcic•, el 

cual activa enzimas fosfolipasas, ocasionando una 

alteración general de las membranas. Otra alternativa de 

explicación plantea que la célula se vuelve menos 

tolerante a los cambios bruscos de volumen y concentración 

cuando est.á a temperaturas por debajo de -5°C <Fahy, 

1986). 

Tal y como se habia comentado anteriormente, 

dependiendo del ritmo de enfriamiento los eventos que 

suceden son distintos. Cuando el ritmo de congelamiento es 

alto <reducción de temperatura mayor a 10-20ºC/min) y al 

agua intracelular no le da tiempo de salir, se forman 

cristales que, al au:n-antar el ritmo de congelamiento, se 

hacen cada vez mas pequeKos, hasta hacerse imperceptibles 

_aón por el microscopio electrónico. Esto es saludable para 

la célula mientras permanezca en esa estado. No obstante, 

esos microcristales son termodinámicamente inestables, por 

lo que al ser descongelados tienden a agruparse 

<recristalización> y formar cristales mas grandes, que si 

son letales para la célula, por lo que la solución es un 

ritmo de descongelación rápido CLehninger, 1985; Watson, 

1986). No se conoce bien la forma como el proceso de 

recr istal izac ión da~a a 1 a célula. Se cree que no es 

físico el daño, es más, se piensa que di_rectamente es 
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in6cuo, pero que genera cambios desconocidos en el sistema 

celulal"', los que son de carácter letal CMazur, 1984). 

Con un l"'itmo de congelamiento lento (reducción de 

temperatura menor a 5°C/min) se puede evita\"' el 

congelamiento celular (Ma.zuy, 1984) porque este ritmo 

pel"'mite que el agua intl"'acelulaY y ~xtracelulal"' encuentren 

su equilibrio, ya que el agua intracelular puede sal ir 

continuamente mientras el exterior se va .::ongeland•:i. Llega 

l.ln momento, el de la temperatura de nucleaci6n de hielo de 

la célula CAmann y Pickett, 1987; Beall, 1983; Franks et 

al, 1983; Watson, 1986), en que ésta prácticamente no 

tiene agua y no s= congela. Hay evidencias que indican que 

cuando apYoximadamente el 90Z del agua es removida, el 10'l. 

restante no es capaz de congelarse a ninguna temperatura. 

Pero ante esta situación, la proporción de hielo 

extracelular es tan grande que le causa da~o a la membrana 

por su lado e~terno (Mazur, 1984). 

2.2 Integridad de la membrana espermática: Acción de los 

-cy ioPYotectores- intra y extYacelularea.. 

Teóricamente se podria ha~er más resistente a un 

espermatozoide reduciéndole el n~1mero de poros en la 

membrana, y reduciéndole las funciones AlP-dependientes, 

así como la agregación proteica y la formación de bloques 

lipidicos. Se Presume que esta es la acción de las 

lipoproteinas de la yema de huevo o lech~ en los 

diluyentes CAmann y Pickett, 19871 Clay et al, 1984b¡ 

Jasko et al, 1993b; Heiskanen et al, 1987; Palacios et al, 
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1992; Phillips y Lardy, 1940; Province et al, 1985), y de 

crioprotectores, como por ejemplo el dimetil sulfóxido, la 

betaina y el glicerol <Bustamante, 1980; Cr istanel 1 i ·et 

al, 1985; Cochran, 1984; Guay et al, 1'381; Jones, 1965; 

Kosldnen et al, l '38<.:I). Aunque no se tiene bien determinada 

si la acción del glice1·ol tiene efectos externos o 

internos en la célula, hay evidencias de que la presencia 

de un aditivo:• c.rioproter.tor reduce la concentración de 

sales intracelulares a una temperatura duda, debido a que 

incrementa la fracción n•;:, congelada en el e}(terior de la 

célulü <Mazur, 1'384; Park y Graham, 1992). El problema que 

se presenta con estos crioprotectores es que también 

producen tol<icidad CAbdelhakeam et al, 1991; F"ahy, 1986' 

Parks y Graham, 1992; Pontbriand et al, 1989; Rudolph et:: 

al, 1986), y que esta toxicidad disminuye la concentración 

de otros aditivos que pueden ser usados en el diluyente y 

por lo tanto limita la eficiencia de los mismos (f'ahy, 

1986¡ Rudolph et al, 1986). 

En los diluyentes u~ilizados, tanto _para semen 

refrigerado como para semen congelado, ha sido necesario 

incluir leche descremada o yema de huevo, sobre todo esta 

óltima. A pesar de haber sido utilizada desde hace varias 

décadas <Phillips y Lardy, 1940¡ Salisbury et al, 1941), lo 

Onico que se conoce sobre el efecto de la yema de huevo es 

que su inclusión mejora la fertilidad del semen. Tiene 

bondades cono.: idas pero perjuicios desconocidos, 

principalmente actividades de tipo enzimático 

poten.: ialmente oañinas <Jasko, 1'393a; Montes, -1'3°:H). 



Uno de los obstáculos que se pYesentan para realizar 

la evaluación del semen en estudic1s de diluyentes con base 

en yema de hueve• es la consistonc ia de la misma, la cual 

intey fiere, tanto por la vis•:o<:.;idad que pYoduce en el 

diluyente com·~ por la p•:ica nitidez que tiene el camp•:.i 

visual del microscopio. La densid~d del diluyente con yema 

de hueve• puede influir" r.n l.'l diYección o movimiento 

espermático. De hecho, los estudios de viabilidad 

espermática en humanos requier·en efectuar ldvado de las 

células para evitar distorsiones en la medición (Levine et 

al, 1989; Mortimer et al, 1988; Podigc• et al, 1'389), 

aunque esto eventual mente puede causar pérdida en la 

motilidad. 

Recientemente han surgido investigaciones en las 

que se utilizan alternativas proteicas dentro del 

diluyente en lugar de la yema de huevo, asi pues, se ha 

utilizado albómina sérica bovina CArns et al, 1987¡ 

Kreider et al, 1985; Reid, 1996), suero equino ( Klem, 

-- 1984-; PrUttt, 1985)·, suero -boviiio- CGómez, 1'368J Senger -et 

al, 1981), proteína de soya (Coulter y F"oote, t975), 

calostro CJiménez et al, 1986>, alcohol polivinilico CClay 

et al, 1984b), etc. Todos ellos proveen la oportunidad de 

hacer estudios in vitro con buena visibilidad ante el 

microscopio. 

Los diversos ingredientes proteicos que se 

mene tonaron ante\"' tormente han sido utilizados de manera 

experime~tal sólo en diluye~tes para semen fresco o 
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refrigerado, y no para semen congelado, ~~cepto la 

albó.mína sérica bovina CArns et al, 1987>. Por este motivo 

en el pre~cnte estudio se determinó P.\ ~fectr:i sobre la 

viabilidad posdescongelación del semen al utilizar suero 

equino, suero bovino o albúmina séri-:a bovina en lugar de 

yema de hueve• en el diluyente de congelación de semen de 

equino. 

2.3. Objetividad y subjetividad en la evaluación de_semen. 

La espermatogénesis es un proceso que refleja la 

integridad de todo el sistema reproductivo de un ~nimal, y 

para detectar de manera práctica la normalidad de este 

proceso se recurre a la evaluación de semen <Amann, 1986; 

Amann, 1989~ Boyers et al, 1989; Katz y Oavis, 1987). 

El semen es un complejo 9rupo donde hay mi~lones 

·de células, normales y anormales. Aunque una sola célula 

es la que fertiliza, se requiere de un nt1mero grande da 

espermatozoides en buen estado para colaborar en el 

proceso. Por tanto, se hace necesario un efectivo análisis 

pat'a identificar aquellos in~ividuos que contengan al 

_menos_ la dosis mínima requerida para poder fertilizar 

CAmann, 1989; Budworth et al, 1988; Katz, 1991; Morales et 

al, 1988). 

Tradicionalmente, la evaluación de semen se ha 

basado en la observación visual real iza.da por personal 

que, debido a su capacitación y experiencia, ha pet'mitido 

obtener resultados prácticos satisfactorios COeibel et al, 

1976; Jasko et al, 1988; Levine et al, 1'989; Mortimer et 

al, 1988; Stephens et al, 1988). Sin embargo, la 
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observación visual del semen (Volumen, c.:mcentraci6n, 

porcentaje de motiljdad, motilidad progresiva y 

morfoJ<::igía) ha tenido poca. efectividad cuando se necesita 

hacer una predic~ión para el poten~ial de fertilidad. Esta 

pobre correlación proviene de muchos factores, que hacen 

al estudio subjetivo, impreciso, inexacto y dificil de 

estanda1·izar CBoyers et al, 1989; Gladen et al, 1991 Jasko 

et al, 1988; Katz y Da.vis, 1987; Kat~, 1991). 

Da las variables a estudiar en el análisis visual 

del semen, al volumen del eyaculad•:a y la concentración 

espermática son los único!:'i que se pueden catalogar como 

objetivos (Boyers et al, 1989; Bud\Jorth et al, 1988; 

Gladen et al, 1991; Morales et al, 1988), siendo éstos los 

menos correlacionados con la fertilidad, ya que el volumen 

va a variar en función de la técnica de colección y del 

periodo de descanso sexual. Por otra parte, el conteo de 

la concentración espermática utilizando el hemocitómetro o 

la ..:ámara de Makler <Anzar et al, 1'391; Levine et al, 

1989; Pedigo et al, 1989), requiere de una previa 

dilución, lo cual implica una fuente de error y no siempre 

una repetibil idad aceptable CGladen et al, 1991). Los 

contadores electrónicos <espe~tofot6metros o colorímetros) 

mejoraron la técnica de conteo espermático. No obstante 

existe un error en la medición, sobre todo en aquellas 

muestras con baja concentración, debido a que al habeY 

µarticulas celulares y debridaciones cristalinas, el 

contador las detecta como células espermáticas (Boyers et 
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al, 1989; Katz y Davis, 1987). 

Las variables más representativas, como la 

motilidad, la motilidad progresivet. y le:\ mc.l'r"f.:.logla, no e.e 

pueden considerar mediciones objetivas (Boyers et al, 

1989; Gladen et al, 1'391) mientras sean evaluadas de 

manera visual, pero actualmente, en el caso de la 

motilidad esperm~tica, la situación está cambiando 

mediante el uso de sistemas menos subjetivos. 

La moti 1 id ad espermática es esen1: i al para el 

transporte a través del aparato femenino y para la 

fertilización. Esta es una expresión de la viabilidad e 

integYidad estructural de la célula. Desde un punto de 

vista práctico, la motilidad espermática puede ser usada 

como un marcador biológico del ~otencial de fertilidad de 

un individuo y de sus alteraciones <Amann y Pickett, 1987J 

BudwoYth et al, 1988; Gladen et al, 1991; Katz y Oavis, 

1987~ Kat:z, 1'991; Morales et al, 1988). 

El cálculo del µorcentaJe de motilidad evaluado 

__ visualmente presenta un problema de sobrestimación, ya que 

el movimiento de las células atrae más atención que 

aquellas células no mótiles, siendo ~ió.n más problemátia;o 

el poder estimar la motilidad espermática con una 

calificación escalar, aquella que por lo general m.ilneja 

una escala entre el ur10 y el e inco CBoyers et al, 19891 

Gladen et al, 1'991; Levine et al, 1989; Pedigo et al, 

1989¡ Stephens et al, 1988). 

2.4. Métodos novedosos en el análisis de semen. 

La evOlución del análisis de semen ha hecho que 
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sr.1 instrumenten equipos semir'..'tutomát icos, los cuales 

permiten una visualización maye.ir de 1 a vel oc id ad y 

trayectoria de las .;élulas. Estos mét•:.•dos son: a) 

Fcitc•gra f ia con t iempc• de exposic U•n, cuyo me•:.anismo se 

concreta al Liso de una cámara con tiempo de exposición de 

6 2 segundos, necesarios para que permita ver el 

recorrido continuo del esµermatozoide. b) Fotografía de 

exposición múltiple; Es el mismo prin•:ipiQ que el 

anterior, pero se toman muchas fotografías a un tiempo muy 

corto entre ellas, así se obtiene una trayectoria 

representativa pero con menos información que la anterior. 

e) Cinemicrogra f La: Ut i 1 izando 1 a técnica del e ine, se 

filman los espermato~oides cuadro por cuadro y después se 

superponen en secuencia para poder visualizar. el recorrido 

y d) Videomicrografia: Similar a la técnica anterior, pero 

con el uso r:le las cámaras y grabadoras de video, las 

cuales permiten grabar el movimiento de un espermatozoide 

.-<~m_a~n, 1988; Anzar et al, 1991J Boyers et al, 1989; 

Rikmenspoel, 1984>. 

Todos estos métodos tienen la desventaja dn que 

el estudio de la muestra recogida se debe anal izar 

manualmente, complicándose más con el uso del cine y el 

video por el hecho de ser numerosos cuadros de pelLcula. 

Sin embaqJo, la videomicrografía resultó el primer paso 

para que luego se acoplara la computadora y desarrollar el 

_sistema CASA (Computar Assisted Semen Analysis) o PAS 

CPY09rama Para Análisis de Semen), el método más novedoso 
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que se ha dise(:ado para la evaluación seminal en cualquier 

especie <Amann, 1988; Anzar et al, 1991; Ast et al, 1986; 

Boyers et al, 1989; Katz y Davis, 1987; Palacios, 1993a; 

Pedigo et al, 1989; Stephens et al, 1988; Varner, 1991>. 

Desde hace unos 8 años se emplea este método 

diagnóstico, cuyo equipo consiste en: 

* Un microscopio de contraste de fases con iluminación 

halógena de 100 vatios. En el revolveY debe ir un obJetivo 

10X NH, el cual permite un fondo visual oscuro y una 

imagen uniforme de los espermatozoides, indep~ndientemente 

de que ellos se ''ean planos o de canto, evitando que se 

yefleJe el centelleo. 

* Una cámara de video de alta resolución conectada a 

un monitor, y que sirve para detallar lil. meJor imagen que 

pueda ofrecer el microscopio. Este proceso es crucial para 

el éxito en la evaluación, puesto que el sistema anal iza 

lo que 11 ve 11
• 

* Una grabadora de video convencional, necesaria en los 

casos en que no SP- pueda evaluaY en el momento o lugar, o 

se de~ee evaluar con mas tranquilidad, lo cual es muy 

recomendable. 

* Una microcomputadora IBM compatible, la et.tal contiene 

las tdrJetas y el programa para análisis de semen. A ella 

va conectada un monitor y una impresora. El monitor siYve 

para visual izar la imagen digital izada que arroja la 

computadora, para evaluar entre otras cosas, si la imagen 

real <vista en el primer monitor) y la digitalizada es la 

misma en nümero y tamaRo de lOs espermatozoides. La 
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impresora permite presentar un informe escrito de la 

evaluación realizada CAst et al, 1986). 

Este programa es, bAsicamente, un analizador de 

imágenes, el cual sólo puede "visuali:::ar" la cabeza del 

espermatozoide, no el flagelo, pero realmente no ve una 

cabeza, sino un área bajo la cual, por cálculo integral, 

la convierte en un punto, siendo éste su objeto de estudio 

(Amann, 1'387; Ast et al, 1'386; Boyers et al, 1989; 

Budworth et al, 1988J Jasko, 1993; Katz y Davis, 1987). 

Existen en el mercado diversos equipos 

computarizados, los cuales en su contexto hacen el mismo 

traba.Jo, y todos, sin excepción, deben ser calibrados para 

cada fin, es decir para cada individuo y cada especie. El_ 

sistema utilizado en el presente trabajo CCellsoft versión 

3.0. Cryo Resources Ltd. New York, U.S.A.>, requiere de 

una calibración, la cual se basa en los siguientes 

parAmetros1 CFIGURA 1l 

1) Números de cuadros a analizar: 

La computadora tiene la capacidad de 

cuadricular la imagen de 

proviene la pregunta de 

cada campo visual, y de ah{ 

cuántos cuadros se desean 

anal izar para el recorrido de 1:ada espermatozoide. 

Estudios realizados previamente <Blach et al, 1989; Kayser · 

et al,1992) recomiendan entre 15 y 20 cuadros para obtener 

el resultado más eficiente por parte de la máquin~. 

Generalmente se usan 15 cuadros. 
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2) Nómero de cuadros por segundo: 

Esto tiene que ver con la velOcidad a la que .se 

desea que trabaje el equipo en cada campo visual. 

Normalmente se le pide a la máquina que analice a razón de 

.. 3CJ cuadros por segundo, por lo que el ~studio lo real iza 

en medio segundo. 

3) Muestra minima para motilidad y velocidad/linealidad: 

En el tiempo en que trabaja la máq~ina hay 

esp~rmatozoides que no logran recorrer los 15 cuadros, por 

lo que al equipo se le pide que las células se deben mover 

por lo menos un m:lnimo de cuadros para considerarlaa 

dentro del estudio. Esto sirve de filtro para aquellas 

particulas no celulares que por algún motivo f3e estan 

moviendo en ese espacio y que la mc\quina Podr:La 

identificarlas como espermatozoides. Es de entender que 

mientras mas cuadros minimos de movimiento se especifiquen 

par-a que el equipo considere a la célula en el análisis, 

más e)(igentes se está siendo con la muestra, lo que no es 

~~ecuado la mayor-ia de las veces, puesto qua, mas adelante 

se verá, hay otros parámetros que sirven como filtros, 

como son: 

4) Velocidad umbral minima: 

Es aquella velocidad que se le exige a la 

computadora para que capte como m!nima para validar a un 

espermatozoide motil y estudiar su comportamiento de 

velocidad y linealidad. Es recomendable comenzar el 

estudio con velocidades esper-máticas por encima de los 20 

µm/seg.,Es pertinente aclarar- que la velocidad prom~dio de 
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los espermatozoides de equino oscila entre 60-80 µm/seg 

CAmann et al, 1989; Blach et al, 1989; Jasko, 1993; Kayser 

et al, 1'3'32). 

5) Nivel de color requerido: 

Este punto es sumamente impo:irtante, debido a que 

dependiendo dPl con~ra~+~ ~ue se le de a la imagen 

digit~lizada, la cabeza del espermato:.oide se verá más 

chica, igual o más grande que la original, Lo recomendable 

es que ambas seP:ales se vean iguales, y de hecho esto 

servirá para corroborar que el n~1mero de células que 

estudie el equipo sea el mismo numero que se está viendo 

en el ,11onitor del microscopio. 

6) ractor de dilución: 

En el caso de que se esté interesado en que la 

máquina ofrezca directamentP. en el informe el resultado de 

la concentración espermática, es preciso indicarle cuan 

diluida estA la muestra- estudiada. Esto se debe a que es 

necesario que la muestra se diluy.a antes de ser a_ni".'_~ i_zad~, 

ya que el equipo no está diseKado para leer tantos 

espermatozoirles Juntos, como seria el caso de una muestra 

original. El problema radica en que, como se tiene que 

seguir a cada célula a lo largo de 15 cuadros, o por lo 

menos al mínimo exigido, se complicar {a el estudio. De 

hecho el análisis de una célula se detiene cuando dos 

celulas chocan, aunque sea visualmente, es decir cuando 

pasan por un micmo punto al mismo tiempo, aunque sea en 

diferente plano. Como el equipo· no puede determinar si la 
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tr·ayectoria después del choque es la de cada quien o la 

consecuencia de un cambio de di rece ión, el estudio ·se 

realiza hasta el momento anterior al choque. Si se colocan 

demasiadas células en el campo visual el estL1dio se hace 

ineficiente, por lo que se recomienda diluir hasta obtener 

Un•:.s 20 millones de espermato;:oides por mililitro, de tal 

forma que so logren ver en cada campo alrededor de 20-30 

células. 

Es de suma importancia, por ende, conocer bien el 

tipo de diluyente que se pretende utilizar para la 

dilución del semen, a fin de que la dilució,, no interfiera 

con la viabilidad celular,repercutiendo en pérdida de 

moti 1 idad, aunque dobe considerarse como normal un 

descenso en el movimiento espermático por concepto de la 

dilución (Harrison et al, 1982f Jasko et al, 1993p Vantma.n 

et al, 1'.l88J. 

7) Rango de tamaño de la célula: 

El tama~o de la célula espermática, y en especial 

la de su cabeza varia entre espec i_es CCummins y Woodal 1, 

1985>, por lo que se hace necesario calibrar el equipo con 

esa información, en función de la especie trabajada, y 

sobre todo porque esto sirve también para filtrar 

cualquier otra part!cula diferente a üGe tamaho indicado 

<Ast et al, 1 '.l86). 

El análisis comienza con la colocación de una 

muestra de semen diluido en un portaobjetos cubierto; Una 

vez visual it:ado el campo en el microscop_io, 1 a computadora 

anal izará la imagen, evafuando los siguientes- parámetros: 
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CONCENTRACION ESPERMATICA 

El programa es capaz de calcular este parámetro 

con bastante semejanza al que habitualmente se hace en 

forma visL1al. De hecho, estudios comparati·1os entre este 

sistema y la evaluai:ión visual han dem•:istrado la similitud 

en lo referente a la exactitud del cálculo, tanto que el 

fabricante recomienda que los resultados deben 

corrc•borarse a menudo con la evaluación visual (Ast et al, 

1'386J Boyers et al, 1'389; Katz, 1'3'31, Morales et al, 1'388; 

Stephens et al, 1988). 

Con 1 a opc i 6n de que e 1 oper üdor puede 

especificar el volumen del eyaculado, el programa también 

entrega el dato de la cantidad total de espermatozoi~es en 

la muestra <Ast et al, l98Gl. 

MOTILIDAD 

Existen varias formas en que el sistema permite 

la evaluación de la motilidad en la muestra. De manera 

directa el programa detalla el porcentaje de motilidad que 

pre~entaron los diferentes campos estudiados; Describe 

también el nómero de células mótiles y no m6tiles, por lo 

que puede entregar el dato de una concentración espermáti~a 

de células en movimiento, sifmdo esto más práctico que el 

de la concentración espermática general. Asimismo, Bfi 

posible entregar los resultadas !'in forma individual, es 

decir lo sucedido a cada célula en particular. Por último, 

el operador puede calcular la motilidad de manera 

tradicional, visualizando los campos en el monitor que 
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tiene instalado el sistema. 

VELOCIDAD 

Este parámetro es de utilidad para conocer cómo 

se está movilizando la población espermática, o sea., para 

detectar la viabilidad momentánea del eyaculado. Este 

sistema es capa~ de detectar la velocidad promedio e 

individual, y además decidir cuáles son las células que no 

se mueven. Los datos son entregados tanto numér ic:amente, 

como en un histograma de frecuencias. 

LINEALIDAD 

Otro punto importante a considerar, y que se 

enmarca en el concepto de motilidad progresiva es el 

relacionado con la linealidad del recorrido del 

espermatoz<:?"ida. Con base en una escala qUe va del 10 

<trayectoria lineal progresiva> al O <trayectoria no 

progresiva), el sistema emite una calificación promedio e 

individual del comportamiento de todas las células 

estudiadas. Los datos son entregados en forma- numérica y 

en' histograma. 

PATRON DE MOVIMIENTO 

Mediante la técnica de video, el sistema PAS 

puede grabar la huella de la trayectoria de cada 

espermatozoide que se local ice en el campo del 

microscopio, y de esta manera visualizar directamente, asi 

como analizar con calma la progresividad del movimiento de 

.cada célula (Ast et al, 1986). 
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3. MATERIAL Y METODOS 

Se obtuvo el eyaculado de 14 caballc1s de las 

ra;;:as española y árabe, los cuales oscilaban entre t.:is 3 y 

11 años de edad, con buena constitución física y estado de 

salud satisfactorio. El semen fue colei:tado a medi;1dos de 

febrero, por lo que se hizo necesario utilizar una hembra 

estrogenizada para el intento de monta. Para la colección 

se utilizó una vagina artificial modelo Hannover (Gummi-

Bertrand, Hannover, West Germany> a la cual se le 

adaptaron en el receptAculo para semen 3 gasas como filtro 

para separar la fracción gelatinosa del eyaculado y evitar 

de esta manera la aglutinación espermática, ademas rli:? 

retirar cualquier cuerpo extraño del semen <Amann y 

Pickett, 1'367¡ Varn .. r, 1'386). 

Se grabaron en video los campos micYoscópicos de· 

la muestra en fresco, para lo cual, p't'eviamente a la 

cent Y i fugac ión se tomó una gota del semen f'l"esco y se 

diluyó en 1 mililit'l"o de una solución a 35°C, cuyos 

ingredientes son: 

Leche descremada en polvo (g) ••••• 2.40 
Gluoosa Cg> ••• ; .••••.••••• ~ ........ 4. '30 
Citrato de sodio Cg> •••••••••••••• 0.08 
Agua bidestilada o.b.p. CmlJ •••• 100.00 

CKenney et al, 1'383). 

La muestro, en un portaobjetos, fue presentada 

ante un microscopio de contraste de fases (Olympus· BH-2>, 

el cual utiliza un objetivo SPlan 10 NH. El micros.copio 

tiene adaptada una Cámara de video, ésta a su vez, 

conectada a una videograbadora y a un monitor que permite 
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definir mejor la imagen que se debe transmitir (Ast et al, 

1986). 

Se preparó el ~P.men para ser centrifugado, p8ra 

lo cual se verificó por medio de un hemocitómetro la 

concentración espermática original, para hacer una 

dilución que corYespondiera con una conCentración final de 

30 millones de espermatozoides por mililitro. El diluyente 

que se utilizó para este propósito es el mismo utilizado 

para la centrifugación de los espeymatozoides, y que tiene 

como f6Ymula: 

Glucosa (g) ••••••.••••••.••••••• 59.98 
EDTA disOdico (g) .•••.••••••••••• 3. 69 
Citrato de sodio dihidro (g) ••••• 3.70 

~!~~:~~~~~oGd:o~~~!ºc~~~:;::::::: \:;~x106 
Estreptomicina (g) ••••••••••••••• 1.30 
Agua bidesti1ada (lJ ••••••••••••• 1.00 

pH ••••••••••••••••••••••••••••••• ó.60 
Temperatura CºCJ •••••••••••••••• 36.00 

<Martin et al, 1979). 

Se colocaron 2 mi 1i1 i tyos del semen diluido en 

cada uno de 7 tubos de ensaye tibios, para su consiguiente 

centrifugación a 170 ~ g duYante 20 minutos. 

Al finalizar la centyifugación, y luego de 

retiYar el sobrenadante, se obtuvo el paquete espermático_ 

de cada tubo, el cual se resuspendió a temperatura 

ambiente bajo el mismo criterio de concentración en los 

diferentes diluyentes de congelación que fungieYon como 

tratamientos del presente estudio: 
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DILUYENTE CON BASE EN SUERO EQUINO AL 3% CSE3) 

Diluyente de centrifugaci6n C1nll ••••••• 
Lt=1.ctosa (g) ••.•....•••••..•...•.••.•.•. 
Suero equino inactivado Cinl) ••••••••••• 
Glicerol Cml) •.•..••....•••............ 
Agua bidestilada Cml) •..•.•.•..•••. .... 

:25.(10 
7.48 
3.00 
4.(1(1 

68.1)(1 

DILUYENTE CON BASE EN SUERO EQUIMO AL 5% <SEG> 

Diluyente de centrifugación (mll ... .... 25.00 
Lactosa (g)............................ i .15 
Suero equino inactivado Cml) •.. ........ 6.00 
GliceYol Cml) ....................... ...• 4.00 
Agua bidestilada Cmll .......•...•..•... 65.00 

Clclem et al, 1984; Pruitt, 1985l 

DILUYENTE CON BASE EN SUERO BOVINO AL 3% CSB3) 

Diluyente de centrifugación Cmll ... •••• 
Lactosa CgJ •••••••••••••••••••••••••••• 
Suero bovino Cml) .•••••••.••••••••.•••• 
61 icerol Cml) .......................... . 
Agua bidest i 1 ada Cml) ...•.••.•••.•••.•• 

25.00 
7.48 
3.0(1 
4.00 

68.00 

DILUYENTE CON BASE EN SUERO BOVINO AL 6% CSB6> 

Diluyente de centrifugación Cml) ••••••• 
Lactosa Cg> ............................. ·• 
Suero bovino (ml) ....•.••.•.••..•..•••. 
Glicerol Cml > ........................... . 
Agua bidestilada <mil •.•••.••••••..•••. 

CGómez, 19681 Senger et al, 1981) 

25.00 
7.15 
6.00 
4.00 

65.00 

DILUYENTE CON BASE EN ALBUMINA SERICA BOVINA AL 2% CAS2) 

Diluyente de centrifugación (ml) •••.•.• 
Lactosa (g) •••••••••••••••••••••••••••• 
Alb~mina sérica bovina (g) •.•.••••••••• 
Glicerol Cm!> •••••••••••••••••••••••••• 
Agua bidest !lada Cm!) •••••••••••••••••• 

25.00 
7.59 
2.00 
4.00 

GB.00 

DILUYENTE CON BASE EN ALBUM!NA SERICA BOVINA AL 3% <AS3> 

Diluyente de centrifugación Cm!) ••••••• 
Lactosa Cg> •••••••••••••••••••••••••••• 
AlbOmina sérica bovina Cg> ••••.•••••••• 
Gl !cero! Cml > •••••••••••••••••••••••••• 
Agua bidestilada <011) •••••••••••••••••• 

CArns et al, 1987¡ Pruitt, 1985¡ Reid, 1986> 
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DILUYENTE CON BASE EN LACTOSA - YEMA DE HUEVO <YH) 

Diluyente do centrifugación Cmll ••••••• 
Solución de lactosa al 11X Cml~ •••••••• 
Yema de huevo Cml) ••••••••••••••••••••• 
Glicerol (ml) ••••••••••.••••••••••••••• 
Pasta de orvus Cml) •••••••••••••••••••• 

CMartin et al, 1979; Cochran et al, 1984) 

25.00 
50.00 
20.00 

4.00 
0.50 

Se utili:aron pa.Jillas de 0.5 ml para envasar las 

muestras. De cada eyaculado se envasaron 2 pajillas por 

cada tratamiento ( en el análisis estadístico se tomó en 

cuenta el promedio d1~ ambas) para poE.teY iormente real izar 

el precongelamiento de ellas en vapores de nitrógeno 

1 iquido a una distanciD. de 4 cms (congelamiento rápido-

Ul trarápido) CAmann y Pict:ett, 1987). Transcurridos unos 

20 minutos fueron depositadas las mL1estras en el tanque de 

nitrógeno líquido. 

En total se congelaron '98 muestras (14 

eyaculados, 7 diluyentes con cada uno>, mismas que 

coinciden con el estudio de tamaño de muestra que 

p~eviamente _se había calculado. 

Las muestras se descongelaron individualmente en 

agua a 75°C durante 6 segundos, para luego pasarlas a un 

rae ipiente con agua a 37°C por 10 segundos CArriann y 

Pickett, 1987; Martin et al, 1979). 

Se colocó una gota de cada muestra en un 

portaobjetos, y fue presentada al microscopio de contraste 

de fases para grabar en video los diferentes campos, 

tomados al azar (Boyers et al, 1989J Gladen et al, 1991). 

Tr-as obteñer todas las gra.bac iones de las muestras,- fueron 
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anal io:adas por la .:•:imputadora que trae consigo el sistema 

P.A.S. <C1~llS•:•ft 3.0, CRYO Rüsources Ltd. N.Y. U.S.A.) 1 

registrándo5oe la motilidad, velocidad, linealidad y 

ci:1ncentrac i~·n espermática. La c'omputadi:•ra fue previamente 

calibrada para los parAmetros necesarios para el análisis 

en la forma que se presenta en la figura 1 (Ast et al, 

1986, Palacios, 1'3'33b). 

En las muestras en las que hubo recuperación de 

mo:•tilidad después de la descongela•:ión se Yepitió el 

análisis, realizándolo ..:on intervalos de una hora. Durante 

este tiemp1:i las muestyas se mantuvieron en incubación 

aer~•bica y a tem¡Jeratura ambiente. 

El estudio estadístico se realiz6 haciendo un 

análisis de coYrelación entYe laS vaYiables. Además se 

realizó un análisis de varianza para l~s medias de 

motilidad, velocidad y linealidad. Pñra el caso del 

seguimiento de las muestras cc•ntrol en funi:ión del tiempo, 

se realizó un análisis de varianza de dos vías (Gladen et 

al, 1931; Littell ot al, 1991). 
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4. RESULTADOS 

En el cuadro 1 se muestra que la motilidad y la 

velocidad en el semen fresco tuvieron un coeficiente de 

correlación de 0.7, que es altamente significativo 

<P=0.0047). También existió una correlación significativa 

(P:0.0087) entre la velocidad y la linealidad. Las demás-. 

correlaciones no fueron significativas. 

Al hablar del semen procesado en sus di fer entes 

tratamientos r.:uadr•:i 2) s61..:o hay correlación entre la 

velocidad y la linealidad, (r=0.39, P:0.0038). 

El cuadro 3 presenta el 'a.nál i~is de correlación 

entre los datos de motilidad que calculó la computadora y 

los datos de la evaluación subjetiva que se hizo 

simult.ineamente, viendo el monitor. En él se observa que 

hay una alta y significativa cori·elación entre los dos 

sistemas de evaluación Cr=0.81, P=0.0000). Asimismo se 

observa en este cuadro qLle la motilidad no se correlaciona 

con la concentración espermtsticá de ·1a muestra, 

independientemente del método utilizado para evaluar 

motilidad. 

El cuadro 4 muastra los cambios que se suscitaron 

en la motilidad una vez que f~eron descongeladas las 

pajillas con los diferentes tratamientos. Cabe destacar 

que en el caso de los tratamientos SES, 983, AS2 y AS3, en 

muchas pajillas era nula o tan poca la motilidad que no se 

conside~aron, desde el punto de vista estadístico, para el 

experimento. Por lo tanto, los resultados de motilidad que 
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se presentan corresponden únicamente a aquellos eyaculados 

en los que hubo motilidad posdescongelacíón. La máxima 

motilidad posdeso.:ongelaci6n se obtuvo en el semen diluido 

en yema de huevo (29. 33%). Aunque los grupos 

e~perimentales se compi:•rtar•:on tf!liltivamente h°"mogéneos, se 

presento!°• una diferen•:ia en el trutamient•:i con base en 

suero bovino al 61. como el que ofrE'ci6 significativamente 

mayor motilidad, y el mismo SL1er•:• bovino, pero al 31., tuvo 

significativamente menor motilidad que los demás 

tratamientos. Como era de esperarse, la m•:ottlidad en el 

s;emen fresco fue superior a todas las d·~más (P<O. 01 ·1. 

En el case• de la evaluaci•~n en forma visual ante 

el monitor no varió mucho con respecto a los datos 

anteriores. Todos los g1·upos se comportaron de manera 

similar, sin embargo, fue el semen diluido en yema de 

huevo el que se vi6 con mayor motilidad, y los de suero 

equino al 6/. y suero bovino al 3/. los que se notaron con 

menor movimiento. So puede ver que para el estl\dio de 

motilidpd s~bJetiva se l•::igfaron evaluar mas muestra~ que 

en el inciso anter icr «.:uadrc• 5). 

En el caso de la velocidfid se nota un efecto más 

espeo::í. fio:o por cada tratamiento::•. A pesar de que el semen 

fresco presentó una velocidad media superior a los demás, 

no es estadí.st icamente di fer ente a la presentada por el 

semen diluido en yema de huevo, ni por la del semen 

diluido en albúmina sérica bovina al 2X, aunque en este 

_último_ caso la fuente de datos es inf~rio_r por el _m~tivo 
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e~bozado anteriormente. Hubo algunos tratamientos que 

tuvieron estadísticamente menor velocidad, y fueron los 

tratamientos SE3, SB3 y SBG (cuadro 6). 

La calificación que da la computadora para 

evaluar a la 1 inealidad fue muy superior en el caso del 

semen diluido en yema de huevc.1, y en segundo término al 

tratamiento c<m suoro bovino al 61., que a los otros, los 

cuales se comportaron de forma homogénea Ccuadro 7). 

En principio, todas las muestras descongeladas 

iban a ser anal izadas cada hora para que la cc1mputadora 

detectara los cambios de motilidad, velocidad y linealidad 

producidos en función del tiempo. Sin embargo, las 

muestras de los diferentes tratamientos, excepto los 

controles, no mantuvieron la motilidad por mas de 15 

minutos, por lo que sólo se pYesentan en el cuadro 8 los 

resultados de las muestras del diluyente con yema de 

~uevo. No se detectaron cambios significativos en ninguna 

de las V"ariables a través del tiempo transcurrido, e~ 

decir, _se mantuvieron_ -:::on?~c_l~tes tanto la motilidad, la 

velocidad y la linealidad do todas las ·muestras del 

diluyente con yem~ de huevo. 



5. DISCUSION 

En el cuadro 1 se aprecia que en el semen fresco 

existe una correla1:i6n significativa entre la velocidad de 

los espermat.;.zoides y su motilidad, pudiéndose suponer que 

si una mue~tra de semen tiene altos porcentajes de 

motilidad, como es el caso de semen fresco, significa que 

los espermatozoides en general están en buen estad•:o, lo 

que demue5tran movi 1 izándose más rápido que cuando tienen 

un porcentaje de motilidad men•:ir. Cuando los porcentaJr.s 

de motilidad son bajos, como ocurre en el caso de semen 

descongelad•), se pierde lu correla1:U·n entre mc•tilidad y 

velocidad, posiblemente debido a que muchos 

espermatozoides son eliminados del análisis por su 

lentitud (cuadro 2). Estos datos coi ne iden con trabajos 

previos en los que utilizando semen fre!'ico 1 as 

correlaciones se estrechan, sobre todo en el caso de 

motilidad y velocidad (Pedigo et al, 1989), pero 

utilizando semen descongelado, se pierde esa- corYalación­

CBudworth et al, 1988). 

En el cuadro 3 se presenta la c:orralac ión que 

resultó del monitoreo de la motilidad hecho por la 

computadora y el cálculo determinado visualmente por un 

sólo operario. Este tipo de correlaciones relativamente 

altas deben ser comunes, puesto que el equipo e~tá 

diseñado para algo que el hombre está acostumb~ado a hacer 

de_ ·tiempo atrás, por lo que las lecturas de esta variable 

deberían ~er similares, siempre y cuando el técnico 
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evaluador sea conocedor del oficio CAmann, 1987; Budworth 

et al, 1988; Gladen et al, 1991; Mahony et al, 1988; 

Mortimer et .Jl, 1988; Tuli et ~J, 1992; Varner et al~ 

1'991; Wang et al, 1991>. En el mismo cuadro e.stá la 

c.orrelación exist~nte entre la concentración espermática 

que tenian las diferentes muestras y l~ determinación de 

la motilidad en cada una de el las, implicando que el 

cálculo de la motilidad no se vj6 afectado por lo 

concentrado o diluido que estaba un eyaculado, ni de 

manera visual ni con el uso de la computadora. Dichos 

resulta.dos concuer-dan con anteriores expuestos por 

diversos autores <Pec1igo et al, 1989; Varner et al, 1991L 

Sin embargo, es necesario aclarar que estos ~istamas 

computar izados requieren que 1 a muestra a. anal iza; sea 

diluida a concentraciones espermáticas menores a los 40-50 

millones por mililitro (Jasko, 1993; Levine et al, 1989; 

Vantman et al, 1988; Varner et al , 1991), por 1 o que no se 

puede extrapolar dicha falta de correlación para 

concentracioneg espermáticas mayores a SO millones/mi. 

Antes de comentar acerca de los resultados de las 

diferentes pruebas realizadas, es preciso hacer notar que 

se presentaron problemas al momento de monitorear una gran 

cantidad de muestras. Dos causas principalmente se 

suscitaron 1) En muchas de las muestras descongeladas, la 

motilidad detectada visualmente fue casi nula instantes 

después de descongelar y peor al dejarlas incubar a 

temperatura ambiente por mas de 15 minutos. Todas aquellas 
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que s t presentarc•n una motil id ad evaluada visualmente 

may•:ir al 5X, y que se les hizo P.l análisis en la 

•:omput.:1doru tc.imb ién se in•:ubaron, pel'"o tampoco mc•straron 

un mantenimiento de los índi•:es do movimiento, poi'" 11:• que 

no se pudo obtener un segLdmientc• de la viabilidad de las 

muestras en estudio, sdlVo las C•:rngeladas en yema de 

huevr:~. 2) Algunas muestras presentaban visualmente 

motilidad, pero al mcrmento de diluirlas (en su propia 

scilución) p.Jra qua la máquina las detectara mejor, bajaba 

drásticamente la motilidad. Todo esto redund6 en que el 40 

'X. de las mueutras se perdierant todas l':!llas perteneciPntes 

a los tratamientos en estudio, ninguna del c·-·ntrol, o sea 

del de yema de huevo. En este sentido, se real izó una 

medie i ón de 1 a osmoJ. ~'lr id ad de estas muestras, encontrando 

que estaban en los rangos nc1rmales para este tipo de 

proceso, el cual oscila entre los 300-400 mDsm/Kg <Amann y 

Pickett, 1987l. 

Estos dos hallazgos sugieren que existe la 

posibilidad de que se haya presentado un daño celular por 

falta de protección de los componentes que se utiliza.,..on 

en los di_luyentes como substitutos de la yema de huevo 

(Coul ter y F'oote, 1975). Es posible que la protecc idn 

hacia la membrana que ofrece la yema de huevo consista en 

una inteYacción de la superficie celular más con los 

lipidos que con las proteínas, esto basado en el estudio 

de la constitución físico-química de la yema de huevo Y 

del suero, tanto equino como bovino.. Existe una gran 

diferencia entre el aporte de lípidos y proteína por payte 



de la yema de huevo y el de los componentes del suero. 

Hablando de lipido5 se sabe que la yema de huevo contiene 

un mínimo de 65 mg de fo5íolípi~oG pur cada gYamo de yama 

(laYsen y F"roning, 1'381; Warr~n y Ball, 19'91L Para 

efectos del diluyente de congelación, en cada 100 ml se 

colocan 20 ml de yema de huevo. Si un huevo pesa en 

promedio 55 g y la yema de huevo significa su 30%, ésta 

pesa aproximadamente 16.5 g <Larsen y F"roning, 1'981; 

Marion et al, 1'965; Squires y Naber, 1992; Warren y Ball, 

19'91), y si normalmente se obtiene un volumen promedio de 

10 ml por yoma, implica que cada ml de yema de huevo pesa 

aproximadamente 1.65 g, por lo que: 

20 ml x 1.65 g/ml = 33 g de yema de huevo en el diluyente 

Y en lo que respecta al total de lipidos: 

33 g x 65 mg/g = 2.145 g de fosfolípidos en el diluyente 

Si en el suero hay en promedio 500 mg de lipidos 

por cada 100 ml (Banjamin, 1984; Kronfeld y Medway, 1980), 

y en el diluyente de congelación se utilizaron inclusiones 

de 3 y 6 ml, dá como re5Ul tado un aporte de 1!'5 a 30 mg 

-- sol amente~ 

Si hablamos de proteínas la situación es parecida. La 

yema de huevo tiene un 55X de proteína en sus 1G.5 g 

(Larsen y F"roning, 1980, es decir, s .. oa g en cada 10 ml 

de volumen, y pensando en el diluyente de congelaciór, que 

requiere de 20 ml de yema de huevo, ésta aporta en total 

aproximadamente 18 g de proteína., en cambio, el suero 

posee una inclusión proteica de 7 g/100 ml CBenJamin, 
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1'384; Kronfeld y Medway, 1'380). Si se utilizan en el 

diluyente de congelaci·~n 3 6 6 rnl de suer•:•, el aporte de 

protein« se reduce a 210-420 mg. 

L•:.s cas•:.s en donde se nc•t•!• en general una merma 

mayc•r fue en el uso de alb1..\mlna sér ica bovina en baja 

concentra•:i6n, y se puede SL'p•:1ner qLrn se debe a que esta 

sustancia, que viene con un alto grado de pureza (fracción 

VJ, de Jos fa•:tores que se 

anteriormente. Esta situación se presentó en el i:mico 

trabajo que se encontró donde reportan el Liso de albúmina 

sérica bovina cc•mo componente proteico para el diluyente 

de congelación en equinos <Arns et al, 1987). En él se 

informa que de 8 caballos trabajados sólo a 2 lograron 

descongela-r satisfactoriamente las muestras, y con 

porcentajes de motilidad pasdescongelación d~ 18/.. 

La motilidad se vió afectada, como ya es 

conocido, por el proceso de congelación-descongelación 

<Amann y Pickett, 1'387; Amann et al, 1989; Budworth et al, 

1988; Cochran et al, 1984; Martin et al, 1979; Mazur, 

19B4r Palacios et al, 1~92; Varner, 1'3'31). En el m~Jor de 

los casos la merma resultó en un 40% (cuadro 4). Al 

anal izar los tratamientos en estudio se puede notar que 

casi todos los tratamientos ofrecen remultados similares 

en lo que respecta a motilidad, sin embargo, sobresale el 

efecto producido por el suero bovino al 6'l., con una 

motilidad promedio de 36%, y este mismo diluyente pero al 

3Y. con motilidad de 14%. Sin embargo, es importante tener 

pYesente que-en- el cálculo de motilidad s6lamente entraron 
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los resultados de aquellas muestras en los que hubo 

motilidad. La yeal id ad es que el comportamiento de todos 

los tratamientos experimentados fue más bajo de lo que la 

motilidad sugiere, ya que en todos los •:asas hubo muestras 

con 07. de motilidad. 

Estando tan homogéneo este resultado se podr ia 

estimar que tanto el suero bovino al 61., como el suero 

equino al 3Z., el cual tuvo una motilidad del 27% con un 

indice de descongela.miento del 86/. C12 de 14), son lo~ 

diluyentes de mejor actuación para .:on esto parámetro. 

Cuando la motilidad fue calculada de manera 

visual la siltuüción no varió mucho, porque siguió siendo 

el diluyente de suero bovino •:ll 31. el de menor 

efectividad, el suero bovino al 6% y el sueYo equino :a} 3i. 

fueron de los más al tos en el grupo homogéneo, pero en 

este caso correspondió_al diluyente con yema de huevo ol 

de maJor resultado a la descongelación. No se han 

encontrado evidencias anteriores con el uso de este tipo 

de diluyentes para congelar espermatozoidf:ls equinos, por 

lo que no se puede plantear una compñración al respecto, 

pero no es desconocido que hasta ahora 1 os experimentos 

usando yema de huevo, en general, resultan mas 

beneficiosos que con otra clase de diluyentes CArns et al, 

1987), por demás, motivo principal de esta investigación. 

En el cuadro 6 se puede notaY que la velocidad no 

se vió tan afectada por el proceso de congelación­

d~scongelación-. EstO coincide con resulta.dos -obtEirlidos de! 
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trabajos realizados en otras especies, de lo que se deduce 

que la di fer ene i.a es una pérdida normal (Amann et al, 

1989; Jasko et al, 1993). Cuando se anal i;:a el efecto de 

los diluyentes en descongelacio!on se nota que la 

computadora detecta que el comportamiento de la yema de 

huevo provee al espermato:izoide capacidad de movilizarse más 

r~pldo que algunos otros diluyentes, aunque las 

diferencias son sutiles, ~ .. bien Gon estadísti•:amente 

significativas. En el mismo cuadro se puede apreciar que 

aquellos diluyentes que tuvieron los mejorl!'S índices de 

motilidad, 586 y SE3, fueron de los meno:•s eficientes en el 

estudio de la velocidad, pudiendo especular que dich1:is 

componentes, si bien permitieron que se movili:::aran mas 

espermatozoides, estos espermatozoides no tienen mejor 

viabilidad <referida por la rapidez en su movimiento) que 

los que estan r.ongelados en yema de huevo o albúmina 

sérica bovina al 2%. 

En el caso de la linealidad en el trayecto de los 

espermatozoides, la computadora determinó que las muestras 

con yema de huevo se movilizaron más 1 inealmante rectas 

que las dem4s, incluso que las del semen fresco, 

presentándose además un ligero despunte del diluyente con 

suero bovino al 6%. Regresando al terreno de las 

especulaciones, se podría comentar que debe haber algo en 

la yema de huevo que permite una mejor 11 canalización 11 a 

las células, v:las de comunicación sin espacios para 

desviarse (Rikmenspoel, 1984; Watson, 1975).- Al igual que 

para los parámetros anteriores, no se encontró en la 
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liter'atura resultados que incluyan el efecto de diluyentes 

sobre la l ine.'11 idad, no obstante, existen tYabajos que 

han informado una linealidad en posdescongelaci6n de b ± 

0.7, independientemente del diluyente utilizad•:. para 

..:c•ngelar, la cual concuerda con lo hallado en este estudio 

(Amann, 1'387; Budwor'th et al, 1'388). 

Como se comentó anteriormente, las muestras de 

los tratamientos estudiados no s•:iportaron mas allá de lo:is 

10-15 minutos, a excepción de lns muestras control, por lo 

que sólamente a éstas se les hi:..:. un seguimiento, que 

muestra que no hubo diferencia significativa en función 

del tiempo estudiado en ninguna do lds varibles 

consideyadas, eso quiere dec iY que con este diluyente, el 

de yema de huevo, los espermatozoides subsistieron al 

periodo de seis horas, aún cuando fueron sometidos a un 

proo:eso de incubación inapropiado: medio ilerobio, falta de 

obscuridad total y a temper'atura ambiente CMann, 1964; 

Varner et al, 1991). Estos datos no difieren en su 

contexto de cambios en función del tiempo de los 

encontrados en la literatura en estudios realizados tanto 

con semen descongelado como con semen fresco diluido y 

almacenado a diferentes temperaturas, diluyentes, tasas de 

enfriamiento, etc (Ar ns et al, 1'387; Heiskanen et al, 

1987; Kayser et al, 1992; Klem et al, 1984; Kreyder et al, 

1985). 

Haciendo un análisis global del presente estudio, 

pareciera que el uso de la yema de huevo en el diluyente 
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de congelación c.Jel semen E.'quino sigue siendo la mejor 

alternativa, sin embargo, queda la interr•lyante de si en 

los demás. diluyentes en cuestión el porcentaje de 

inclusión del ingrediente principal erd el adecuado, sobre 

todt:-1 pensando en el ,'\porte 11pc.1pruteii:o de los suerc•s y la 

albúmina 5éri•:c3 bovina en compaYa•:it.•n al de la yema de 

huevo. Todos lc•S ingredientes tr·atados, en algún momento 

del exper imenb:• dem•:rstYaron que pYe5entaban un benefic: io, 

peY•:a por un ludo no eran sufic il'!ntemente •:onsistentes como 

la yema de huevo, y por otr•:r l a.lJ.:•, 1 a morma encontrada en 

el pre.ceso de descongelación en algunos casos, hace punsar 

que se necesita profundizar en el estudio de las posibles 

causas que motivaron esta pérdida de viabil !dad 

espermática. Es menester prciseguir en la consecución de. 

fracciones lipoproteicas y sus correspondiente~ 

inclusiones en los diluyentes de congelación que 

favorezcan aón más la viabilidad del semen equino, pero 

manteniendo los niveles de osmolaridad adecuados CAmann y 

_Pictcett, 1987), tanto mas porque, en estudios prel imina.rm~ 

(Jasko, 1993) se ha encc•ntrado que puede existir una 

posible reacción inmunol~·gica por parte de la yegua hacia 

la yema de huevo, por tener th·,ta un volumen considerable 

en el momento de la inseminaci~1n. 
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CUADRO 1 

Análisis de Correlaci·~n Simple entre las variables 
Motilidad, Velocidad, Linealidad y Concentración Espermática 

para los datos de semen fresco. 

HOT. VEL. 

HOT. ------ y = 0.7069 
p 0.0047 

VEL. 

LIN. 

r = Coeficiente de correlación 
p Nivel de significancia 
n = 14 

46 

r 
p 

r 
p 

LIN. CONC 

0.2022 y = -0.1910 
= 0.3283 p 0.5131 

= 0.6705 y 0.0082 
0.0087 p 0.9779 

y = o.3861 
p 0.1728 



CUADRO 2 

Análisis de Correlación Simple entre las variables 
Motilidad, Velocidad, Linealidad y Concentración Espermática 

para los datos de los tratamientos estudiados 

MOT. VEL. 

MOT. r =-0,0317 
p = 0.8215 

VEL. 

LIN, 

r = Coeficiente de correlación 
p =Nivel de Significancia 
n = 53 

47 

r 
p 

r 
p 

LIN. CONC. 

= 0,1528 r = 0.2723 
0.2748 p 0.0486 

0.3905 r =-0.2982 
= 0.0038 p = 0.0301 

r =-0.3683 
p = 0.0067 



CUADRO 3 

Análisis de Correlación Simple entre las variables 
Motilidad evaluada por la computadoYa, Motilidad evaluada 
visualmente y la Concentración ·Espermática de la muestra 

calculada por la computadora. 

COMPUTADORA 

COMPUTADORA ------

VISUAL 

VISUAL 

r ~ 0.8100 
p e 0.0000 

r = Coeficiente de correlación 
p =Nivel de significancia 
n = 67 

48 

CONCENTRACION 

r = o.0264 
p = 0.8321 

r =-0.1549 
p = 0.2106 



CUADRO 4 

Evaluación de la Motilidad realizada por la computadora 
para los di fer entes tratamientos en estudio, 

TX 

SF 

SE3 

SE,; 

SD3 

SBG 

AS2 

AS3 

YH 

como para el semen fresco. 

n n VIABLE 
ORIGINAL POSDESCONGELACION 

14 14 

14 12 

14 6 

14 e 

14 5 

14 5 

14 3 

14 14 

MOTILIDAD 
('l.± e.e.) 

60.51 3.07" 

27.43 ± 3.32bc 

10.21 ± 4.7obc 

~4.04 4.07c 

36.28 s.1sb 

1 ' •• 38 ± 5.15bc 

33.08 ± G.65bc 

29.39 3.07bc 

Literales de renglón diferentes varian significativamente. 
<P<0.01) 
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CUADRO 5 

Evaluación de la Motilidad reali~ada visualmente para los 
diferentes tratamientos en estudio, como para el semen fresco. 

n n VIABLE 
TX OR 113 ¡ NAL POSDESCONGELAC ION 

SF 14 14 

SE3 14 12 

SE6 14 6 

583 14 B 

986 14 5 

AS2 14 5 

AS3 14 3 

VH 14 14 

MOTILIDAD 
( % ±e.e.) 

57.85 2.74ª 

19.58 2.97bc 

12.91 2.97C 

12.91 2. •37C 

16.66 3.42bc 

16.50 3.2:;bc 

19.00 4.6obc 

29.85 2.74b 

-L.1tera1eS- d0--rerl9lón difBreiites Varían significativamente. 
(P(O; 001> 
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CUADRO 5 

Evaluación da la Velo•:idad para los diferentes tratamientos 
en estudio, como para ol semen fresco. 

n n VIABLE VELOCIDAD 
TX ORIGINAL F'OSDESCONGELACIDN Cµm/seg ± e.e.) 

SF 14 14 71.85 2.2E/" 

SE3 14 12 52.37 2.38C 

SE5 14 G 53.54 3.37bc 

983 14 8 49.07 2.92c 

985 14 5 45.85 ± 3.59c 

AS2 14 5 52.59 3.G9abc 

A93 14 3 54.07 ± 4.77bC 

YH 14 14 54.29 2.2Gab 

Literales da renglón diferentes varían significativamente. 
<P<0.001 > 

[; 
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CUADRO 7 

Evaluación de la Linealidad para los diferentes tratamientos 
en estudio, como para el semen fresco. 

TX 

SF" 

5E3 

SEG 

5B3 

5B6 

A82 

A83 

YH 

n 
ORIGINAL 

14 

14 

14 

14 

14 

14 

14 

14 

n VIABLE 
POSDESCONGELACION 

14 

12 

6 

B 

5 

5 

3 

14 

LINEALIDAD 
( 1 - 10 ± e. e.) 

4.33 o.31b 

4.64 0.31b 

4.1)7 o,44b 

3.71 o.3eb 

5.12· ± o.4e"b 

4.01 o.4eb 

4.04 0.62b 

6.16 0.20ª 

Literales de renglón diferentes varían significativamente. 
(P<O. OOll 
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* 

CUADRO 8 

Evaluación de la Motilidad, Velocidad y Línealidad 
del semen diluido en yema de huevo, en fuñción 

del tiempo en posdescongelaci~n. 

Tl.EMPO* MOTILIDAD VELOCIDAD 
Cµm/seg :t e. e.) 

LINEALIDAD 
( X ± e.e.) Cl - 10 ±e.e.) 

29.39 2.66 64.29 2.13 G.18 0.19 

2 34.20 2.66 60.55 2.13 5.38 0.19 

3 29.43 3.16 60.69 ± 2.54 5.37 0.23 

4 29.13 ± 4.94 57.84 3.97 5.4:.. ± o.:36 

5 34.16 5.!53 58.76 4.44 5.72 ± o.4o 

6 32.77 ±10.95 74.02 e.so 7.33 ± o.so 

----------------------------------------------------------------
El tfempo entre cada evaluación fue de 1 hora. 
Para todos los análisis <P>o.o5i". 

53 



FIGURA 

AJUSTE UE LOS PAPAMETPDS JJE MED re !O'I: 

NUMERO DE CU>\DRDS A ANALIZAR: r 15 J 
NUMERO DE CUADROS Por.: SEGUNDO: t: 3CJ J 

MUES'fí-:A MIMTMA PAF-'.rl MOTlt,!OriD: L 
l'IUE;:.; r RA M l i'I ¡ j•J¡'..~ F f-W'?I VELOC ¡ L1étO: e a J 

VELOCIDAD l'IAXIMA (µni/seg): 'LOO 
VELOCIDAD MINIMA (µm/s,?g): 20 J 
NIVEL UMBRAL DE GRIS: 55 l 

ESCALA P l XEL (<1m/p i 'el): 1. 376 
FACTOR DE D!LUC!ON: 1 l 
RANGO DE TAMAÑO CELULAR (pixels): r 15 

CA9t et al, 1986; P~l.:=ir:i·:is, 19'33) 
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