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RESUMEN 

MARTINEZ OROPEZA CARMEN OMEGA. Efecto del congelamiento y 

descongelamiento sobre la teca perinuclear del espennatozoide de bovino. (Bajo 

la dirección de: Dra. Ma. de Lourdes Juárez Mosqueda. Dr. Javier Valencia 

Méndez y Dr. Jorge Hernández Espinosa). 

En la actualidad la industria de la inseminación artificial bovina se ha visto limitada 

por una pérdida de la viabilidad de las células espermáticas de un 40 a 50o/o 

después del proceso de criopreservación. Esta baja en la viabilidad no se ha 

podido correlacionar con los daños que ocurren en la membrana plasmática ni en 

el acrosoma. En el presente trabajo se investigó el daño de las células 

espermáticas ocasionado por el congelamiento y descongelamiento. 

particularmente en la teca perinuclear ya que es de suma importancia en el 

proceso de fertilización. Se utilizó el semen de 7 toros de diferentes razas y fines 

zootécnicos del centro de procesamiento de semen REKA (Querétaro). Antes y 

después de la criopreservación del semen se evaluó la integridad y funcionalidad 

de la membrana plasmática (prueba hiposmótica), el porcentaje de 

espermatozoides vivos y muertos (triple tinción), la integridad del acrosoma (triple 

t1nción) y la integridad de la teca perinuclear (Unción negativa para microscopia 

electrónica de transmisión). Los resultados obtenidos se analizaron 

estadisticamente por la prueba de T de Student y la prueba de correlación de 

Pearson y su análisis de regresión. Los resultados mostraron que después de la 

descongelación del semen la integridad de la teca perinuclear disminuyó de 84.8º/o 



a 47.4o/o, mientras que los porcentajes de espermatozoides con teca perinuclear 

alterada y ausente aumentaron considerablemente de 12º/o a 41. 7º/o y de 3.1 º/o a 

10.8°/o respectivamente. Encontrándose diferencias significativas entre los valores 

de las muestras previas al congelamiento y posterior al descongelamiento. 

Adicionalmente. los resultados mostraron que existe una correlación negativa 

entre espermatozoides que presentan la teca perinuclear ausente y los 

espennatozoides vivos con acrosoma intacto. Si bien no existió una correlación 

significativa. poco faltó para que existiera una relación entre la presencia de 

espennatozoides con teca perinuclear normal y los espennatozoides vivos con 

acrosoma intacto. 



INTRODUCCION 

El método más usual para la conservación del semen involucra la inhibición de la 

actividad metabólica mediante la reducción de la temperatura. A temperaturas 

cercanas a cero la motilidad de los espermatozoides se pierde. sin embargo 

alguna actividad metabólica persiste. La actividad metabólica sólo se suspende 

totalmente con temperaturas por debajo de los -1gs• C (De Alba. 1985). 

La criopreservación del semen ha sido aplicada como técnica de rutina en el 

procesamiento del semen del toro para inseminación artificial (IA) (De Leeuw y 

col.. 1990). La técnica ha procurado ante todo mantener la capacidad fertilizante 

del espermatozoide. El uso de diluyentes de semen a base de medios específicos 

a los que se les añade yema de huevo. leche u otras lipoproteinas y glicerol. han 

permitido la conservación por largo tiempo de los espermatozoides en nitrógeno 

liquido. El glicerol suele añadirse para proteger al espennatozoide contra los 

efectos letales del congelamiento. Sin embargo. la industria de la IA bovina se ha 

visto limitada por una pérdida de la viabilidad del espermatozoide de un 40 a 50 °/o 

después del proceso de criopreservación (Ostermeier y col.. 2000). 

Factores importantes en la técnica de criopreservación como Ja velocidad de 

enfriamiento/congelación. la de descongelación y la presencia de crioprotectores. 

asi como las interacciones entre estas variables y la capacidad protectora de 

diferentes cnoprotectores sobre la célula espermática han sido evaluados por un 

gran numero de investigadores (Pace. 1981; De Leeuw y col., 1990). También han 

sido valorados algunos factores adicionales que pueden afectar la capacidad 

fertilizante de la célula espermática. como son el propio medio de criopreservación 



y el tiempo de almacenamiento de las muestras. (lguer-Ouada y col., 2001 ). Como 

resultado de estos estudios. las técnicas de almacenaje usadas para el semen del 

toro han sido mejoradas a través de los años. A pesar de ello, la preservación a 

baja temperatura aún trae consigo efectos desfavorables sobre la sobrevivencia 

de los espermatozoides (De Leeuw y col.. 1990). 

La evaluación de la moñologia espermática debe ser un componente importante 

del estudio de la integridad espermática. que podría ser usada como indicador de 

la habilidad de los espermatozoides para sobrellevar los procesos de 

congelamiento y descongelamiento. y de esta manera permitiría evitar el uso de 

cierto semen para el proceso de IA (Rodriguez-Martinez. 2000). 

LA CELULA ESPERMATICA 

El espermatozoide o gameto masculino. es una célula muy especializada, que 

posee un solo juego del número corriente de cromosomas de la especie (Moore. 

1985). 

La célula espermática madura ha sido dividida en tres regiones (Flesch y col.. 

2000): 

a) La cabeza. que consiste de un núcleo condensado. la teca perinuclear y el 

acrosoma. 

bl El cuello. que une a la cabeza con el flagelo. 

c> El flagelo. que contiene el axonema. las mitocondrias y otros elementos 

estructurales responsables del movimiento de la célula. 

..¡ 



Estructura de la cabeza 

La forma de la cabeza es característica de cada especie. esta tiene la forma de 

hoz en el espermatozoide de la rata y el ratón y es aplanada y redonda en el 

espermatozoide del hombre y de los animales domésticos. El núcleo espermático 

de los mamíferos es más condensado y alargado que el de las células somáticas y 

su forma también es característica de cada especie. Generalmente. Ja cromatina 

tiene una densidad uniforme. debido al alto grado de compactación del DNA. pero 

puede llegar a contener pequeñas áreas claras. llamadas vacuolas nucleares. El 

arreglo de la cromatina se debe a la presencia de una clase única de proteínas 

cromosómicas: las protaminas. La envoltura nuclear del espermatozoide de los 

mamíferos. que se relaciona de manera muy estrecha con la cromatina. posee 

varios rasgos estructurales poco comunes. Esta consiste de 2 membranas 

separadas de 7 a 10 nm: cerca del polo caudal de la cabeza espermática. la 

membrana nuclear y la membrana plasmática se fusionan y forman el anillo 

posterior. el cual aparentemente actúa como un sello para separar la cabeza y el 

flagelo en compartimentos. Más abajo del anillo posterior. la envoltura nuclear 

asume una apariencia más típica. las membranas se separan por 40 a 60 nm y se 

extienden en la región del cuello lejos de la cromatina. Esta última área recibe el 

nombre de "envoltura redundante- y contiene los poros nucleares (Bellvé y 

O"Brien. 1983). La envoltura nuclear que cubre la superficie caudal de la cabeza 

está de nuevo desprovista de poros. y sus membranas están estrechamente 

sobrepuestas una a la otra (Fawcett. 1970). 



La teca perinuclear es una estructura citoesquelética que rodea al nücleo, excepto 

donde el flagelo se inserta a la cabeza (Courtens y col.. 1976). Su estructura y 

función son presentadas más adelante. 

El acrosoma es un organelo en forma de capuchón, envuelto en una membrana 

que se adapta estrechamente a los contornos de fa parte anterior del nücleo. La 

membrana acrosómica interna. Ja que esta adherida a la envoltura nuclear. se 

continúa en el margen posterior del capuchón con la membrana acrosomal 

externa. Las dos membranas corren paralelamente una a la otra en la mayor parte 

de su curso y rodean una cavidad estrecha que está ocupada por un material 

amaño y homogéneo. el contenido acrosómico rico en enzimas como: 

glucosidasas ácidas. proteasas. esterasas. fosfatasa ácida y arilsulfatasa 

(Fawcett. 1970). La forma y tamaño del acrosoma varia considerablemente entre 

las especies. La porción principal del acrosoma se llama segmento principal. 

Además en todas fas especies de mamíferos hay una región caudal especializada. 

en la que se da un abrupto estrechamiento del capuchón y una ligera 

condensación de su contenido y se le da el nombre de segmento ecuatorial. El 

acrosoma juega un papel activo durante la fecundación (Haila y Tulsani. 2000). 

Estructura del cuello 

Esta región se extiende entre la cabeza y la pieza media del flagelo. La porción 

mas cercana a la cabeza es la llamada pieza de conexión y une a la cabeza con el 

flagelo. En su extremo anterior esta región (articular) recibe el nombre de capitolio 

y se une a la placa basal del núcleo por una serie de filamentos finos. En el 

extremo caudal del cuello. la pieza de conexión esta compuesta de nueve 

columnas estriadas o segmentadas. Estas columnas están orientadas 



longitudinalmente y están compuestas de bandas claras y densas en forma 

alternada y gradualmente se fusiona con el capitolio. En el interior de la pieza de 

conexión. i.nmediatamente por debajo de la superficie articular del capitolio. hay un 

centriolo · prOximal orientado transversalmente. En los espermatozoides maduros 

falta generalmente el centriolo distal. Otras estructuras dentro de la región del 

cuello incluyen la porción redundante de la envoltura nuclear. una o dos 

mitocondrias que se extienden de la pieza media del flagelo, los segmentos 

iniciales de las fibras densas externas y la extensión anterior del par de 

microtúbulos centrales del axonema. En algunos espermatozoides el cuello puede 

estar rodeado por una masa de buen tamaño de citoplasma residual. pero en la 

mayoria de los mamíferos. esta gota citoplásmica o falta en los espermatozoides 

maduros o se localiza en el extremo distal de la pieza media del flagelo (Fawcett. 

1970; Bellvé y o·Brien. 1983). 

Estructura del flagelo 

Es la porción móvil de la célula que se subdivide en tres segmentos: la pieza 

media. la pieza principal y la pieza terminal. La característica común de los tres 

segmentos es la presencia del axonema central con un arreglo tipico de 9 

dobletes de microtúbulos periféricos y dos microtúbulos centrales ("9+2"). La 

pieza media se extiende desde el cuello hasta el anillo posterior y constituye la 

porción más ancha del flagelo. El axonema central aparece rodeado por nueve 

fibras simples. más gruesas y de contorno irregular. denominadas ... fibras densas 

externas". Las mismas nacen de las columnas estnadas de la pieza de conexión 

por lo que también presentan las estriaciones. Por fuera de las fibras densas 

7 



externas se encuentran las mitocondrias a manera de collar: es la vaina 

mitocondrial (Fawcett. 1970). 

La pieza principal es el segmento más largo del flagelo. El axonema se mantiene 

rode.'ado., pÓ~·.:;·l~s. nueve fibras densas externas. las que presentan grandes 

varia~i~·~~~»_d~·~·tamaño y suelen desaparecer hacia el final de la pieza. Por fuera 

de las f~bras. externas existe fa denominada .. vaina fibrosa". Esta presenta dos 

engrosamientos que corren a los largo de la pieza (columnas longitudinales) y de 

las que se desprenden las ••fibras circunferenciales··. que abrazan a las fibras 

densas externas. Las fibras circunferenciales se ramifican y anastomosan entre 

si. En la pieza terminal (la porción más corta del flagelo) solo persiste en el 

axonema embebido en una matriz amorfa y directamente rodeado por la 

membrana plasmática (Fouquet y Kann. 1994 ). 

ESPERMATOGENESIS 

La espermatogénesis comprende la serie completa de fenómenos mediante los 

cuales las espermatogonias se transforman en espermatozoides. Clásicamente se 

divide en tres fases: 

a) Espermatocitogénesis: comprende la proliferación de fas espermatogonias 

para dar origen a los espermatoc1tos pnmarios. Simultáneamente. esta 

proliferación asegura el mantenimiento del nümero original de 

espermatogon1as (renovación) (Hafez . 1987). 

b) Proceso meiótico: mediante una primera d1v1sión meiótica los espermatocitos 

primarios originan a los secundarios. Estos sufren la segunda división meiótica 

para convertirse en espermátides (Hafez. 1987). 



c) Espermiogénesis: las espermátides pasan por un fenómeno de transformación 

citofógica que termina con la formación de los espermatozoides (Hafez. 1987). 

Hay _que __ tener en cuenta que la espermatogénesis ya se está preparando en la 

vida em.brionaria mediante la multiplicación de las células germinales primitivas 

(gonocitos). De este proceso resulta la formación de las espermatogonias que 

comienzan a poblar los cordones sexuales (Haila y Tulsani. 2000). 

Las espermatogonias. que han estado inactivas en tos túbulos seminiferos de los 

testiculos desde el periodo fetal. comienzan a aumentar de número en la 

pubertad (Haila y Tulsiani. 2000). 

El testiculo del animal joven prepúber posee cordones angostos poblados por 

espermatogonias y células de sostén. La liberación de gonadotrofinas a la sangre 

por parte de la hipófisis constituye el hecho crucial de la pubertad. Las mismas 

promueven la diferenciación de las células sustentaculares (células de Sertoli) e 

inician el proceso espermatogénico al promover la transfonnación de las 

espermatogonias en espermatocitos (Hafez, 1987). 

Primero las espermatogonias madres (tipo A) proliferan por división mitótica para 

perpetuarse a si mismas y dar a la vez origen a varias generaciones sucesivas de 

espermatogonras. cada una de las cuales está un poco más diferenciada que Ja 

precedente. La división de la última generación de espermatogonias (tipo B) da 

origen a los espermatocitos primarios (Haila y Tulsiani. 2000; Moore. 1985). Cada 

espermatocito primano pasa por una larga profase. en ta primera división 

merót1ca. (Ha1la y Tulsiani. ·2000) para finalmente dividirse y formar dos 

espermatocitos secundarios, los cuales presentarán una segunda división 

meiótica dando lugar a cuatro espermatides haploides (Moore. 1985). Las 

., 



espermátides sufrirán un remodelamiento gradual de los componentes nuc!eares. 

que ocasionará que pasen de ser células redondas a células espermáticas con 

una cabeza (que contiene al núcleo y el acrosoma) y el flagelo. en el proceso 

llamado espermiogénesis (Haila y Tulsiani. 2000). 

La espermiogénesis es un proceso dependiente del ambiente especifico que es 

brindado por las células somáticas del testículo (células de Sertoli y de Leydig) y 

requiere regulación endocrina y para-autocrina asi como de una interacción célula­

célula directa (Haila y Tulsiani. 2000). 

Es conveniente dividir a la espermiogénesis en cuatro fases: fase de Golgi. fase 

de capuchón. fase acrosómica y fase de maduración (Fawcell. 1970). 

Fase de Golgi: Se caracteriza por la formación de gránulos por el aparato de 

Golgi. Estos pequeños gránulos son secretados y aparecen rodeados de una 

membrana lisa. que reciben el nombre de vesículas proacrosómicas. Las 

vesículas coafescen para formar un gránulo único. el gránulo acrosómico. Durante 

esta fase. el centriolo proximal se acerca al núcleo (Hafez. 1987). 

Fase del caouchón: Se caracteriza por el aumento y la diseminación del gránulo 

acrosómico sobre la superficie del núcleo de la espermátide. Este proceso 

continúa hasta que. cerca de dos terceras partes de la porción anterior del núcleo 

de la espermátide quedan cubiertas por una delgada membrana de doble pared 

que se adhiere intimamente a la envoltura nuclear. Así se forma una estructura 

homogénea que se ajusta a la superficie nuclear a n1odo de "'sombrero"". 

denominada ··casquete o caperuza•• (Hafez. 1987). 

Fase acrosóm1ca: Desde su formación el gránulo acrosóm1co y el casquete de la 

espermát1de se orientan hacia la lámina propia del tübulo seminífero. 
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Simultáneamente la masa citoplasmática se desliza hacia el lado opuesto del 

núcleo de donde se hallan el gránulo y el casquete (sistema acrosómico). El 

apara~o de Golgi se separa del sistema acrosómico y el citoplasma se desplaza 

hacia la parte caudal del núcleo. Como todo el citoplasma se ha desplazado. la 

membrana plasmática apoya directamente sobre todo el sistema acrosómico 

(Delhon y Lawzewitsch. 1985; Hafez. 1987). 

Fase de maduración: El acrosoma adquiere gradualmente fa forma característica 

de cada especie. La cromatina se condensa y hace que el núcleo tome el tamaño 

y la forma típicos de cada especie. En el polo opuesto al acrosoma uno de los 

centriolos se orienta perpendicularmente a la superficie celular y se encarga de 

formar al flagelo y se constituye el cuerpo basal del mismo. Este centriolo se 

denomina "centriolo proximal ... Durante la formación del flagelo. el centriolo sufre 

cambios que lo hacen desaparecer como entidad morfológica. El otro centriolo se 

orienta perpendicularmente con respecto al anterior y recibe el nombre de 

centriolo proximal. Al mismo tiempo se producen microtúbulos citoplasmáticos que 

se asocian lateralmente para formar una estructura llamada 00manguito'". que se 

proyecta hacia la parte posterior desde el borde caudal del acrosoma. en donde 

rodea laxamente al axonema. Justamente con su aparición. la espemátide se 

alarga de tal manera que la masa fundamental del citoplasma se desplaza atrás 

del polo caudal del núcleo. donde rodea la parte proximal del flagelo. Dentro del 

manguito una estructura llamada cuerpo cromatoide. se condensa alrededor del 

axonema y da lugar a una estructura llamada anillo. El flagelo en este momento 

esta constituido sólo por el axonema. En la diferenciación subsiguiente del flagelo 

se forman las nueve columnas segmentadas orientadas longitudinalmente en 
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torno a los centriolos. Estas se unen entre si proximalmente y en la base del 

núcleo para constituir la pieza de conexión. Oistalmente. los nueve elementos 

estructurales que forman Ja pieza de conexión se reúnen en nueve fibras densas 

longitudinales que se desarrollan inmediatamente por fuera de los dobletes del 

axonema. A medida que se mueve hacia atrás. el manguito desaparece y las 

mitocondrias se reúnen en torno a la pieza media del flagelo y se van disponiendo 

helícoidalmente (Flesch, y col .. 2000: Haila y Tulsani 2000). 

El exceso de citoplasma forma el denominado .. cuerpo residual" que permanece 

cerca de la pieza media del flagelo hasta poco antes de la espermiación 

(liberación del espermatozoide del epitelio seminifero) (Fawcett. 1970: Haila y 

Tulsiani, 2000). 

El volumen celular de las espermátides se reduce aproximadamente en un 25º/o de 

su volumen original debido a pérdida de agua y pérdida de citoplasma. que ocurre 

justo antes de la liberación y separación del cuerpo residual. Los cuerpos 

residuales son formados en el momento en que los espermatozoides son 

liberados del epitelio. Estos cuerpos residuales contienen RNA empaquetado y 

organelos como el aparato de Golgi. retículo endoplásmico. lisosomas y 

peroxisomas (Flesch y col.. 2000) 

MADURACION ESPERMATICA 

En un inicio los espermatozoides recién liberados del testiculo son inmóviles e 

incapaces de unirse a la cubierta extracelular del huevo. la zona pelúcida. y asi 

fert1l1zarlo. Para fertilizar un huevo. el espermatozoide debe de sufrir una serie de 

cambios funcionales y bioquimrcos durante su tránsito por el epididimo (proceso 
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llamado maduración epididimal) y posteriormente en el tracto genital femenino 

(proCeso llamado capacitación espermática). ya que solamente los 

espermatozoides maduros y capacitados son capaces de reconocer y unirse a la 

zona pelúcida (ZP) (Haila y Tulsiani, 2000). En la mayoría de las especies de 

mamiferos, las células esperm3ticas alcanzan su completa madurez cuando 

llegan al final de la cauda del epididimo (Flesch y col .. 2000). 

Durante el tránsito epididimal los espermatozoides de los mamíferos experimentan 

algunas modificaciones entre las cuales se pueden mencionar: cambios en la 

membrana plasmática (Flesch y col., 2000) y la adquisición de movimiento 

(Hoskins y col., 1978). Este último cambio no depende de la disponibilidad de 

energía. los efectos estimulantes de la motilidad estan mediados por un 

incremento en el adenosin monofosfato cíclico (AMPc) intracelular (Gabers y col .. 

1973). El erecto del AMPc en la motilidad espermática puede ser directo o 

mediado por la fosforilación de proteínas. Algunas proteínas del flagelo 

espermático. como por ejemplo Ja tubulina y la dineina. son fosforiladas en 

asociación con la motilidad aumentada (Aitken, 1997). 

CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL 

La capacitación y la reacción acrosomal son dos procesos fisiológicos que el 

espermatozoide de los mamiferos debe de sufrir en secuencia previo a la fusión 

con el gameto femenino. In vivo. para que el espennatozoide eyaculado pueda 

fertilizar al óvulo. requiere un periodo de residencia en el tracto reproductor de la 

hembra (Visconti y col.. 1995). Esta adquisición de competencia ha sido definida 

como capacitación. También la capacitación se define como el conjunto de 



cambios que Je confiere Ja habilidad al espermatozoide para sufrir Ja reacción 

acrosomal (RA) y fertilizar al óvulo (Visconti y col.. 1995). Durante el pasaje del 

espennatozoide por el tracto de Ja hembra. éste es sujeto a una serie de 

modificaciones bioquímicas y funcionales. Los espermatozoides también pueden 

capacitarse in vitro en un medio químicamente definido que contenga albumina. 

una fuente de energía (glucosa o piruvato) y otros componentes de la solución 

Krebs-Ringer bicarbonatada (Haila y Tulsiani, 2000). Se sabe que durante la 

capacitación. en el espermatozoide. ocurre un aumento en la concentración de 

calcio libre intracelular. así mismo en la fluidez de la membrana plasmática, en el 

metabolismo energético y en la motilidad del gameto (Yanagimachi, 1994). Estos 

cambios son el resultado de la remoción de glicoproteinas y/o proteínas 

adsorbidas en la superficie del espermatozoide eyaculado. la reorganización de 

moléculas de fa superficie y la pérdida de colesterol. El requerimiento de calcio 

presumiblemente es un reflejo de la dependencia de calcio de la adenitato- ciclasa 

espermática. Esto debido a que se ha observado que durante la capacitación 

existe una elevación en los niveles de AMPc y en la fosforilación de proteínas 

espermáticas. Una de las proteínas fosforiladas durante ta capacitación es la 

fosfohpasa C que catahza la conversión del fosfatidilinositol trifosfato en 

diacilglicerol e inositol trifosfato. los cuales han sido involucrados en el incremento 

de la fluidez de Ja membrana plasmática y también del aumento en su capacidad 

fusogénoca (Aitken. 1997 ). 

La RA es un proceso de exócitosis del acrosoma que conduce a la liberación de 

una gran variedad de enzimas hidroliticas y proteoliticas. principalmente la 

acrosina y la hialuronidasa. las cuales son esenciales para que el espermatozoide 
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atraviese las envolturas el óvulo. La RA también provoca modificaciones de 

algunas proteínas de la membrana plasmática a nivel del segmento ecuatorial y 

postacrosomal necesarias para la fusión con la membrana del óvulo. In vivo. la RA 

es inducida por una glicoproteina de la zona pelúcida (ZP3) que actúa como un 

ligando para uno o más receptores espermáticos. La progesterona. secretada por 

las células que rodean al óvulo (cumulo ovigero) y presente en el fluido folicular. 

también es un inductor de la RA. El mecanismo por el cual la ZP y la progesterona 

inducen la RA involucra receptores de la membrana plasmática. vías de 

señalización y de transducción de señales intracelulares activadas por la 

interacción entre estos agonistas y sus receptores (Patrat y col.. 2000). 

Inmediatamente después de la unión del espermatozoide (receptor) a la ZP 

(ligando). la membrana acrosomal externa se fusiona en múltiples sitios con la 

membrana plasmática que recubre al acrosoma. lo que resulta en la liberación del 

contenido acrosomal. De manera particular. la membrana plasmática de la región 

ecuatorial no participa en la fusión con la membrana acrosomal externa (Flesch y 

col.. 2000). La RA es un requisito absoluto para la fusión espermatozoide-óvulo. 

Esta observación sugiere que. como resultado o concomitantemente con la RA, la 

membrana plasmática que recubre el segmento ecuatorial sufre un cambio 

fisiológico mayor que vuelve al espermatozoide competente para fusionarse. Por 

lo tanto. la membrana sobre el segmento ecuatorial posee una proteína con 

propiedades fusogénicas. Una molécula de adhesión candidata para este proceso 

de unión es la proteina espermática cirestestina. La cirestestina pertenece a la 

familia de proteinas de adhesión a matriz extracelular (ADAMS). Esta proteina se 
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asocia con la membrana acrosomal interna. y durante el proceso de capacitación 

ylo RA migra al segmento ecuatorial (Flesch y col.. 2000). 

FERTILIZACION 

La interacción del espermatozoide y del óvulo inicia una serie de transformaciones 

que involucran a los componentes citoplásmicos y nucleares de ambos gametos. 

Estas transformaciones constituyen el proceso de fertilización. la cual ha sido 

definida como un fenómeno múltiple que comienza con la interacción y 

subsecuente fusión de los gametos y culmina con la asociación de Jos 

cromosomas correspondientes derivados de los dos pronúcleos. uno de origen 

materno y otro paterno (Flesch y col.. 2000). 

Los aspectos esenciales de la fertilización son: 

(a) La asociación del genoma materno y del paterno (herencia bipaternal) y 

(b) La activación del óvulo: modificación de su metabolismo que conlleva a Ja 

formación del segundo cuerpo polar y a la diferenciación del óvulo fertilizado 

(cigoto). 

Inmediatamente después de la incorporación del espermatozoide al citoplasma del 

huevo Ja envoltura nuclear se rompe. Como resultado de este rompimiento la 

cromatina espermática queda rodeada solo por la teca perinucelar. Esta última 

representa una barrera para la descondensac1ó!"i del material genético del macho 

(Kimura y col.. 1998). 
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CONGELACION DEL SEMEN 

El proceso de congelamiento del semen es llamado criopreservación. Como 

consecuencia de éste proceso. el metabolismo de las células espermáticas se 

disminuye. al mínimo. quedando solamente lo que ellas necesitan para sobrevivir 

sin perder su capacidad para fertilizar un huevo (Buhr y col., 1989). 

La meta final en la conservación del semen es la de obtener. después de la 

inseminación artificial, tantas gestaciones eficaces como en el apareamiento 

natural. Adicionalmente. esta técnica permite almacenar el semen de animales 

valiosos: eliminar las limitaciones de manejo y/o sanitarias que impedirían la 

utilización de algunos individuos y facilita la transferencia del material genético 

(Eberhard. 1995; Holt. 1996). 

Antecedentes 

El primero en observar que los .. animalitos" del semen resistían el congelamiento 

fue Van Leewenhoeck (1677). ya que estos volvían a moverse al descongelarse 

(Valencia. 1986). 

En 1803. Spallanzani demostró que el componente fertilizante del semen podía 

filtrarse y retenerse aparte del liquido seminal. El investigador encontró que el 

liquido filtrado era estéril en tanto que el resto era altamente fértil. En ese mismo 

año. Spallanzani informó que el semen enfriado con nieve no moría sino que solo 

se tornaba inmóvil hasta que se le exponía al calor. después de lo cual seguía 

móvil por varias horas (Bearden. 1985). 

Davenport (1897) observó que el semen del ser humano también era capaz de 

sobrevivir al congelamiento (Valencia. 1986). 
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Phillips y Lardy (1930) de la Universidad de Wisconsin. descubrieron un medio 

nutritivo amortiguador a base de fosfatos y yema de huevo para diluir el 

eyaculado. que además de proteger a los espermatozoides durante el enfriamiento 

a parti.r de la temperatura corporal hasta los 5ª C. los proveía de una fuente de 

energía para su metabolismo y prevenía el cambio de pH. Con este diluyente los 

espermatozoides permanecian viables (capaces de fertilizar a los óvulos) hasta 

por tres o cuatro días (Bearden. 1985). 

Más tarde, Salisbury y colaboradores mejoraron este diluyente al sustituir por 

citrato de sodio los fosfatos utilizados por Phillips y Lardy. La ventaja de dicho 

diluyente (citrato-yema de huevo) era la visibilidad del espermatozoide bajo el 

microscopio. pues permitía una determinación mas exacta de la motilidad después 

de la dilución. Después de la segunda guerra mundial. Alquimist. de la 

Universidad Estatal de Pennsylvania. fue el primero en comunicar el uso de Ja 

penicilina para el control de los contaminantes bacterianos del semen (Bearden. 

1985). 

Jahnel (1938) congeló testículos de conejos sifilíticos y al descongelarlos pudo 

observar espermatozoides con movimiento (Valencia. 1986). 

En 1948. Parkes y Polges desarrollaron con gran éxito un método para congelar 

y almacenar espermatozoides a temperaturas muy ba1as. Descubrieron que el 

glicerol protegía a los espermatozoides del gallo durante los procesos de 

congelación y descongelación. Inicialmente este método no tuvo éxito con el 

semen de mamíferos. Sin embargo. encontraron que si se mezclaba el semen 

con el glicerol y se dejaba reposar durante una noche antes de la congelación. el 

método funcionaba. En la actuahdad a éste periodo se le conoce como de 
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equilibrio y en este tiempo los espermatozoides absorben parte del glicerol para 

reemplazar cierta cantidad de agua en la célula. El glicerol actUa como 

anticongelante para evitar la fonnación de cristales de agua durante la 

congelación. Estos investigadores utilizaron hielo seco como refrigerante y 

almacenaron los espermatozoides a -79º C (Bearden. 1985). 

En el mismo año. Sorensen introdujo el uso de las pipetas de plástico para el 

almacenamiento de semen (Bearden. 1985). 

La primera publicación en que se ponía de relieve el éxito de congelar y 

descongelar el semen de gallo, sin que éste perdiera su motilidad. apareció en 

1949. Los autores Polge. Smith y Parkes. de la Universidad de Cambridge. 

Inglaterra. dieron a conocer al poco tiempo. la sobrevivencia del espermatozoide 

del toro al congelamiento (De Alba. 1985). 

Polge Y Rowson (1952) publican el nacimiento del primer becerro vivo nacido de 

inseminación con semen congelado (Valencia. 1986). 

Pares en 1953. Jakobson en 1956 y Adler en 1959 y 1961. proporcionaron 

informes sobre semen congelado en pajillas. En 1957. el servicio de 

Reproductores Americanos inició el uso del nitrógeno liquido como refrigerante 

para la congelación y el almacenaje del semen al vacío. en tanques de acero 

inoxidable (Bearden. 1985). 

Nagase y r:ol. (1964) desarrollan el método de pellets para congelar a los 

espermatozoides (Valencia. 1986). 

En Francia. Cassous de L "Aigle. padre e hiJO. desarrollaron pipetas para la 

aplicación del semen en tres etapas. En 1968 desarrollaron una pipeta más 

pequeña. con capacidad de 0.25 mi. lo cual permitió elevar la supervivencia de 
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espermatozoides, a ésta pipeta se le llamó minipajilla o minipopote (Bearden. 

1982). 

En 1972 en Estados Unidos algunas organizaciones cambiaron el uso de 

ampolletas de vidrio a este tipo de pajillas. ya que las últimas permitían una mayor 

sobrevivencia de los espermatozoides y sólo requerían un tercio del espacio para 

almacenarse (Bearden, 1982.). 

Crioprotectores 

Los crioprotectores. como el glicerol. permiten que un porcentaje substancial de 

espermatozoides sobrevivan el proceso de congelamiento /descongelamiento y 

retengan su capacidad fertilizante. Existen dos clases de crioprotectores: 1 ) 

crioprotectores penetrantes; estos pasan a través de la membrana espermática y 

actúan tanto intra como extracelularmente y. 2) crioprotectores no penetrantes: 

estos actúan sólo extracelularmente. El glicerol es el crioprotector más común 

aunque el dimetilsilfóxido (DMSO) y el prolpilenglicol han sido empleados en 

algunas células. Los crioprotectores no penetrantes incluyen algunas proteínas 

como la de Ja leche o la yema de huevo: azúcares como la fructosa. lactosa. 

manosa. rafinosa o lrealosa y polímeros sintéticos, como la polivinilpirrolidona. 

metil celulosa o amidas. Muchos crioprotectores penetrantes sirven tanto como 

diluyente y salute. Todos los crioprotectores no penetrantes. incluyendo proteínas. 

lipidos y azúcares. son salutes o coloides y no pueden servtr como diluyente. Los 

compuestos colocados en un disolvente. como el agua. que disuelve y forma una 

solución verdadera o se ioniza, son llamados solutos (De Leeuw y col.. 1993). 



Todos los solutos o coloides en una solución. ya sea dentro del espermatozoide o 

en el medio extracelular. contribuyen a la propiedad osmótica de la solución. Una 

alta concentración de salutes incrementa la presión osmótica de la solución. El 

glicerol sirve como un soluto en el agua y también penetra al espermatozoide. Ya 

sea en el diluyente o dentro del espennatozoide. el glicerol contribuye a la presión 

osmótica· del diluyente o de la célula. Un crioprotector no penetrante. como la 

lactosa. es un soluto y por su naturaleza no atraviesa la membrana plasmática de 

una célula viva. Así. la lactosa puede contribuir a la presión osmótica del diluyente 

pero no del espermatozoide. Los crioprotectores no penetrantes sacan agua del 

espermatozoide lo cual resulta en una deshidratación y encogimiento. Los 

disolventes crioprotectores como el glicerol son benéficos porque ellos funcionan 

como un diluyente. con un punto de congelamiento mucho más bajo que el del 

agua. Conforme el semen diluido se va enfriando se forman cristales de agua pura 

(congelada en pequeños bloques de hielo) entre los cuales existen canales de 

diluyente no congelado. pennaneciendo disolvente más soluto. El espermatozoide 

reside en estos canales no congelados. No obstante esto. se piensa que el efecto 

benéfico primario del glicerol es extracelular. El movimiento del agua hacia fuera 

del espermatozoide es probablemente bueno porque es un resultado directo de la 

pérdida de agua. asi la pos1bihdad de daño intracelular por los cristales de hielo es 

reducida (De Leeuw y col.. 1993). 

El proceso de descongelación e inseminación es potencialmente el más dañino 

para el espermatozoide debido al cambio rápido de volumen. Por ejemplo. de un 

ambiente rico en glicerol. lactosa y sales del semen diluido con una presión 

osmótica alta (> 1000 mOsmol/kg). pasa a un ambiente en el cual el diluyente 
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seminal es diluido en el útero (> 300 mOsmol/kg) que resulta en un incremento 

rápido del volumen para el espermatozoide pues el agua se mueve para 

equilibrarse con la alta concentración intracelular de glicerol. El hinchamiento 

rápido del espermatozoide puede romper la membrana plasmática. La solución al 

problema del incremento rápido del volumen. es diluir de manera seriada en 

glicerol en el medio que rodea al espermatozoide de una manera controlada previo 

a la inseminación (Krogenaes y col., 1994). 

CRIOPRESERVACIÓN DEL SEMEN DE BOVINO 

El medio más adecuado de dilución debe cumplir con las siguientes funciones: 

1. Abastecer nutrientes como fuente de energía (carbohidratos) y como fuente de 

proteína (yema de huevo y leche descremada). 

2. Proteger contra el efecto dañino del enfriamiento rápido (crioprotector como el 

glicerol). 

3. Proporcionar un amortiguador para prevenir los cambios dañinos en el pH 

cuando se forma ácido láctico (electrolitos). 

4. Mantener la presión adecuada y el equilibrio electrolítico correcto. 

5. Inhibir el crecimiento bacteriano (antibióticos). 

6. Aumentar el volumen del semen de tal manera que puede usarse para múltiples 

inseminaciones. 

7. Proteger a las células espermáticas durante la congelación. 

Los diluyentes deberan preparase en forma aséptica y ser almacenados durante al 

menos una semana excepto que se congelen. Un carbohidrato simple como la 



glucosa se añade al semen como fuente de energía. Se pueden utilizar diferentes 

amortiguadores p~ra ~~ntener un pH casi neutro y una presión osmótica de unos 

300 mOs. la cual ~.s,.t:J.q':-'!v~lente a la del semen. plasma sanguineo y leche. Para 

inhibir el crecinl:~~:;¡.t6Y~-~~microorganismos en el semen se añaden penicilina. 

estreptomicina·.: polimiXirl·a B u otras combinaciones de antibióticos de amplio 

espectro antibácteriano (Hafez. 1987: De Leeuw y col .. 1991) 

El semen bovino·se diluye por fo general con solución de citrato·yema de huevo. 

feche entera homogeneizada, feche descremada en polvo o fresca. leche de coco 

o solución de lactosa. También. el semen se puede conservar satisfactoriamente 

en diluentes basados en amortiguadores orgánicos. como el Tris (hidroximetil 

aminometano) (Thun y col.. 2002). 

La preparación de semen mediante enfriamiento a 5º C es semejante ya sea que 

se use congelado o sin congelar. 

El semen fresco puede ser diluido por cualquiera de los dos siguientes métodos: 

a) Dilución en un paso. 

b) Dilución en dos pasos. 

En el método de dilución en dos pasos se llevan a cabo los siguientes 

procedimientos: 

1 Colectar el eyaculado fresco. 

2. Evaluar la motilidad y la morfología. 

3 Dilución previa del semen. agregando diluyente sin glicerol. 

4. Estimar la concentración. 

5 Agregar el diluyente con glicerol. a la concentración deseada y llenar las 

pajillas. 



6. Congelamiento inicial en vapor de nitrógeno liquido. 

7. Congelamiento rápido a -196º C en nitrógeno liquido. 

La recolección de semen se realiza. en el mayor de los casos. por medio de una 

vagina artificial y con un receptáculo precalentado a la temperatura corporal para 

evitar el choque térmico de los espermatozoides. Inmediatamente después de la 

recolección el eyaculado se debe incubar a 37º C. En algunas ocasiones. si se 

recolecta el eyaculado completo. para la separación de los espermatozoides del 

plasma seminal el semen deberá ser centrifugado. Antes de la centrifugación. la 

muestra será mezclada con el diluyente para hacer a los espermatozoides más 

resistentes a los factores estresantes como el frío y las fuerzas de centrifugación. 

Además de separar a los espermatozoides del resto del eyaculado la 

centrifugación también permite concentrar a los espermatozoides en un menor 

volumen. El diluyente para separar por centrifugación a las células espermáticas 

puede ser. por ejemplo. glucosa-leche descremada el cual se utiliza tambjén para 

transportar semen fresco. Un método diferente para separar las células 

espermáticas del resto del eyaculado es utilizando una vagina artificial y 

colectando solo la fracción rica en espermatozoides. Inmediatamente después de 

la recolección, el eyaculado se debe incubar a 37ºC (Hafez. 1987). 

Después de la recolección el semen debe mantenerse tibio 30 minutos antes de la 

dilución para evitar un choque térmico. Una alícuota de semen deberá prepararse 

para evaluar la muestra y el resto puede mezclarse con tres a cuatro partes de 

diluyente (adicionado con glicerol) a una temperatura de 30" C. Se recomienda 

que el semen se mantenga durante 30 minutos a 30., C para aumentar la acción 

antibiótica del diluyente. La mezcla se enfría gradualmente hasta alcanzar 5., C. el 



enfriamiento deberá ser lento. tomando por lo menos una hora para enfriar la 

mezcla de 30° a 5° C (De Alba. 1985). 

La calidad del eyaculado se evalúa en un microscopio óptico. empleando para ello 

la motilidad espermática. la cual es un estimador del porcentaje de 

espennatozoides viables y también se recurre a la evaluación de la morfologia 

normal o anormal de las células espermáticas (Kjaestad y col.. 1993). 

Después de la centrifugación, se determina la concentración espermática para 

calcular el número de pajillas que se pueden llenar con un número definido de 

espermatozoides. La muestra concentrada se diluye para obtener el volumen 

deseado de acuerdo con el número de pajillas estimadas. Esto se puede hacer 

manualmente o con una unidad automática. (De Alba, 1985; Hafez. 1987). 

El sistema más común para almacenar el semen es el de pajillas de plástico de 5 

mi o de 0.5 mi. Una vez que las pajillas fueron llenadas y selladas se exponen al 

vapor del nitrógeno liquido para el congelamiento inicial para posteriormente 

sumergirlas en el nitrógeno liquido el cual instantáneamente disminuye la 

temperatura a -196º C. después de que las muestras hayan alcanzado esa 

temperatura. pueden ser almacenadas hasta su uso. (Bearden. 1985). 

DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL SEMEN 

De manera tradicional. por ser un método sencillo y rápido. la motilidad de los 

espermatozoides. antes y después de su congelación. ha constituido el parámetro 

de elección para determinar el grado de integridad celular y por tanto la fertilidad 

del semen de toro para IA. Sin embargo. y a pesar de que algunos centros de IA 

han incorporado analizadores computanzados de motilidad espermática. dicha 



evaluación es realizada, comúnmente, en forma subjetiva. por medio de la 

observación de un frotis húmedo en un microscopio de luz equipado con una 

óptica de contraste de fases (Buhr. 1989; Rodriguez-Martinez. 2000). 

Más aún. se ha observado que tas evaluaciones rutinarias realizadas en los 

centros de IA presentan ciertos problemas cuando se les compara con tas tasas 

de fertilidad que se presentan directamente en los ranchos (Córdova. 1990). 

Las bajas tasas de concepción después de la IA utilizando semen almacenado 

bajo congelación, la falta de criorresistencia de algunos machos fértiles. o ta falla 

en la fecundación, a pesar de una buena motilidad aparente después de la 

descongelación. aumentan las preguntas acerca del daño celular al 

espermatozoide durante los procesos de congelación y descongelación (Royere y 

col., 1988). Otros parámetros espe,.-máticos tomados en cuenta cuando se trabaja 

con semen, ya sea fresco. tratado o congelado. son el volumen y la concentración 

de espermatozoides/mi, la motilidad. la integridad de la membrana plasmática. la 

integridad del acrosoma y capacidad de unión al ovocito (Kjaestad y col.. 1993). 

La detenninación del volumen se realiza por simple apreciación visual del colector 

graduado. La determinación de la concentración espermática se realiza por 

recuento en cámara (hemocitometria) previa dilución de la muestra seminal (1:100 

v:v) en una solución de glutaraldehido al 2% (Hafez. 1987). 

La morfología espermática puede evaluarse mediante microscopia de interferencia 

(Saacke y col .. 1968) o contraste de fases. utilizando frotis de las células fijadas 

(Pursel y col.. 1974) y Unciones con Giemsa (Watson. 1975) o lactinas 

fluorescentes. las cuales son particularmente eficientes para detectar integridad 

del acrosoma (Cross, y Meizel. 1989). Adicionalmente. existen métodos que 



permiten distinguir en una misma preparación la viabilidad de las células y su 

integridad morfológica (Talbot y col.. 1981 ). La morfologia espermática se clasifica 

de la siguiente manera: células normales. con anormalidades de cabeza. pieza 

intermedia. o en el resto del flagelo. Se considera también la presencia de flagelos 

enrollados y/o gotas citoplasmáticas. Tras realizar el recuento de 100 

espermatozoides en cada una de las muestras analizadas. el resultado se expresa 

como el porcentaje de cada una de las anomalías morfológicas presentes sobre el 

total (Watson, 1975; Tamuli y Watson, 1994). 

Para la valoración de la movilidad se toma una muestra de semen puro que se 

deposita sobre un portaobjetos atemperado observándose al microscopio óptico 

de campo claro (100x), provisto de una platina termorregulada. La valoración de la 

movilidad. se puede realizar segün la clasificación de Evans y Maxwell (1987). 

estableciendo una categorización de O a 5 puntos. según la calidad y vigor de las 

ondas que produce la masa espermática en movimiento. Si bien esta es una 

técnica simple. rápida y barata. es muy subjetiva y su subjetividad puede variar 

entre un 30 a un 60%. dependiendo de los individuos y de los laboratorios que la 

realicen. Es por eso que en los últimos años se ha puesto atención en métodos 

más objetivos para Ja evaluación de esta característica espermática. como los 

sistemas de análisis del semen asistido por computadora (CASA). mediante el 

cual se pueden evaluar de manera objetiva varias características de la motilidad 

espermática. las cuales pueden predecir más objetivamente las tasas de fertilidad 

de los machos reproductores (Holt, 1996). 

Para distinguir células vivas y muertas se han utilizado una variedad de métodos 

tales como la tinción con eosina y nigrosina (Hancock. J. 1951 ). o las sondas 



fluorescentes de diacetato de carbox1fluoresceina y de ioduro de propidio (Garner 

y col.. 1986; Harrison y Vickers. 1990) o el Hoechst 33258 (De Leeuw. 1991 ). 

La integridad de la membrana plasmática se evalúa mediante una prueba de la 

ósmosis celular. que consiste en someter a los espermatozoides a una presión 

osmótica de 100 mOsm/kg (Vazquez. 1980). Se considera que el espermatozoide 

ha reaccionado positivamente a esta prueba cuando presentaba torsión helicoidal 

de la cola. expresándose el resultado como el porcentaje de éstos con respecto al 

total (Vazquez. 1980). 

Aparte de Ja motilidad. ya que el acrosoma es de vital importancia funcional en el 

mecanismo de la fecundación. su evaluación morfológica es ampliamente usada 

como un indicador de la viabilidad de los espermatozoides congelados­

descongelados (Larsson. 1985). El estado del acrosoma del espermatozoide ha 

sido determinado por una variedad de diferentes técnicas. basadas principalmente 

en Ja fluorescencia. Sin embargo. estas técnicas requieren de tiempo y/o equipo 

especial. Normalmente. usando el microscopio de contraste de fases. el 

acrosoma fonna una protuberancia unifonne en la porción apical de la cabeza 

espermática. Este método es bastante conveniente para usarse con 

espermatozoides con acrosomas grandes tales como los de cobayo, pero más 

dificil. aunque posible. para espermatozoides que poseen acrosomas más 

pequeños como por ejemplo, el del bovino. Adicionalmente. esta técnica puede ser 

subjetiva en algunos casos. lo cual puede influir en los resultados (Córdova. 1990). 

Diversos estudios ultraestructurales de la célula espermática se han realizado en 

diferentes niveles: membrana plasmática. acrosoma y flagelo. Sin embargo. los 

resultados ob1en1dos no han revelado una claridad relación en la alteración de 



estas estructuras y la baja de fertilidad observada en el espermatozoide 

congelado-descongelado (Vázquez, y col., 1g98). 

Adicionalmente. el análisis químico del semen también ha sido tomado en cuenta 

para estimar el potencial de fertilidad de un macho. Cuando la célula espermática 

se daña. sus membranas se alteran o se destruyen y las enzimas intracelulares. 

como la aspartato aminotransferasa y la lactato deshidrogenasa aumentan su 

concentración en el medio extracelular. La liberación de estas enzimas al medio 

extracelular está relacionada. por tanto, con las lesiones sufridas por los 

espermatozoides (Mann y col.. 1981 ). 

Por otra parte. aunque las pruebas de penetración in vitro podrian ser uno de los 

métodos más importantes en el estudio de la calidad seminal y una herramienta 

útil en los estudios y protocolos de la preservación del semen (Vázquez y col., 

1998). sin embargo, estas toman mucho tiempo y son relativamente costosas. Por 

ello. en la actualidad se están experimentando nuevas tecnologías (por ejemplo la 

citometria de flujo) con el fin de obtener una evaluación más objetiva de la calidad 

seminal en relación a la fertilidad de los machos (Boixo, 1994). 

EFECTO DE LA CRIOPRESERVACION SOBRE LA VIABILIDAD DEL 

ESPERMATOZOIDE 

El espermatozoide es una célula terminal. cuyo papel único o principal es el de 

transportar el genoma paterno hasta el óvulo. Para llevar a cabo su función. el 

espermatozoide maduro está equipado con estructuras especializadas como son: 

una membrana plasmática organizada en distintos dominios funcionales. la vaina 

mitocondrial. el flagelo. el acrosoma y la teca perinuclear. que constituye un 



crtoesqueleto único (Fouquet y Kann. 1994). 

Se conoce que la congelación y descongelación daña a las células. siendo 

numerosas las investigaciones que se han realizado para investigar la naturaleza 

del daño. Una conclusión general de estos estudios es que la membrana 

plasmática es el sitio primario de daño por el congelamiento. (Locksley y col .. 

1988: Buhr. 1989: De Leeuw y col.. 1990). Otros investigadores han propuesto a 

las mitocondrias. los lisosomas y otros organeros como sitios de daño por el 

congelamiento (McGann y col.. 1989). 

Diversas investigaciones señalan que durante la criopreservación las células 

pueden dañarse debido a la formación intracelular de cristales de hielo grandes y 

por los cambios que acompañan a dicho proceso y que dan como resultado la 

deshidratación de las células. Si bien. la congelación rápida reduce al minimo el 

daño por los erectos de la solución, ello conduce a la formación de cristales de 

hielo grandes que causan un grave daño mecánico. Por otro lado aunque la 

congelación lenta evita la formación de grandes cristales de hielo. esta conduce a 

un incremento del daño profundo por los efectos de la solución (Jones y Stewart. 

1979). 

Debido a que la integridad de la membrana plasmática es de crucial importancia 

para el funcionamiento de cualquier célula, especialmente para el espermatozoide. 

numerosos estudios han sido enfocados sobre la ultraestructura de la membrana 

plasmática antes y después del proceso de congelamienlo (De Leeuw y col .. 

1990). Si bien. las técnicas moñológicas han proporcionado detalles de los daños 

ocasionados a la membrana plasmática, los resultados no siempre han estado 

correlacionados con el porcentaje de fertilidad del toro en cuestión. a menos que el 
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daño presente sea muy importante. Adicionalmente. muchas de ellas son tediosas. 

costosas o ambas. y dichos resultados podrian ser fácilmente determinados 

usando pruebas más sencillas como las de resistencia a cambios osmóticos 

(Rodríguez. 1997). 

Por otra parte. también se ha utilizado la integridad del acrosoma para predecir la 

habilidad fertilizante del semen congelado (Buhr. 1989). Varias técnicas han sido 

desarrolladas para estimar la integridad del acrosoma. Sin embargo. el aumento 

en el tamaño del acrosoma. la ruptura de la membrana acrosomal externa o la 

vesiculación de la membrana plasmática y la membrana acrosomal externa. no se 

han podido correlacionar con la disminución de la viabilidad del espermatozoide. 

Ello es debido a que los porcentajes de alteraciones encontrados han sido 

menores (28°/o o menos) a los reportados de disminución de la viabilidad (Watson 

y col.. 1985: Heras y col.. 1996). Adicionalmente. aunque el daño acrosomal 

disminuya el porcentaje de fertilidad del espermatozoide este no interfiere con su 

motilidad (Tasseron. 1977). 

También la integridad del acrosoma post-descongelado puede ser determinada 

moñológicamente. a niveles de microscopia óptica, tanto en muestras no teñidas 

como teñidas con diferentes métodos. Estudios nucleares realizados antes y 

después de la fertilización han demostrado que la condensación y 

descondensación de la cromatina espermática constituyen un evento importante 

en la fis1ologia reproductiva (Pasteur y col.. 1991). Por lo tanto. la estabilidad de la 

cromatina espermática puede revelar la capacidad funcional del espermatozoide. 

En esta estabilidad se incluyen: (a) la correcta compactación de material genético 

durante la espermiogénes1s. (b) su estabilización durante la maduración 
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espermática. (c) su protección durante el viaje del espermatozoide al sitio de 

fertilización y. después de la penetración dentro del óvulo. (d) la formación 

adecuada del pronúcleo masculino (Hingst y col., 1995). 

Royere y col. (1988). sugirieron que la congelación-descongelación del semen 

puede alterar la cromatina nuclear espermática. via un estado llamado 

.. hipercondensación". lo cual podria demorar la descondensac1ón nuclear paterna 

durante Ja fertilización y así explicar el retraso de la segmentación y/o mortalidad 

embrionaria temprana que se ha observado cuando se emplea semen congelado­

descongelado. 

LA TECA PERINUCLEAR 

Para asegurar la transmisión eficiente del genoma paterno durante la fertilización, 

el espermatozoide de Jos mamiferos necesita proteger su material genético 

(Bedford, 1991 ). La principal barrera que impide la descondensación de la 

cromatina espermática es la teca perinuclear (TP). La TP o sustancia perinuclear 

es un elemento citoesquelético estructuralmente continuo que envuelve al núcleo. 

excepto en su base donde el cuello del espermatozoide se implanta (Courtens y 

col .. 1976; Lalli y Clermont, 1981; Oko, y Clermont, 1988. 1991 ). Moñológicamente 

a este citoesqueleto perinuclear se le ha dividido en dos regiones. la capa 

subacrosomal. que llena el espacio entre la membrana acrosomal interna y la 

envoltura nuclear y la capa postacrosomal o cáliz que es la extensión caudal a la 

anterior que llena el espacio entre la envoltura nuclear y la membrana plasméitica 

(Oko y Clermont. 1991; Fouquet y Kann. 1994; Oko y Morales. 1994b; Aul y Oko. 

2001 ). Se ha reportado que existe una continuidad estructural entre la matriz 



nuclear (estructura citoesquelética que conforma y da forma al núcleo) y ta TP 

(Bellvé y col .. 1992). 

Jager y col. (1990) observaron que el núcleo del espermatozoide intacto del ser 

humano no es susceptible a la descondensación por agentes externos. como la 

heparina. aun cuando la membrana celular se encuentre dañada. sin embargo si 

las células previamente sufren un proceso de congelación y descongelación, la 

cromatina si experimenta una descondensación. Los autores consideran que la 

congelación y fa descongelación ocasionan una alteración mayor en la célula 

espermática. a la cual se refieren como una posible lesión en el citoplasma. 

Se ha demostrado que una TP intacta puede prevenir el acceso de los factores 

citoplásmicos del huevo al DNA espermático. bloqueando asi la descondensación 

del núcleo espermático (Sutovsky y col.. 1997). 

Recientemente se identificó una subestructura en la región apical de la hoja 

postacrosomal de la TP del espermatozoide del cobayo. De los resultados de su 

localización, su etapa de formación (tránsito del espermatozoide por el epididimo) 

y de su pérdida (reacción acrosomal). se ha sugerido que esta podría actuar como 

un regulador de la integridad de la TP y posiblemente está involucrada con la 

adecuada descondensación del genoma paterno en la fertilización (Juárez­

Mosqueda y Mújoca. 1999). El núcleo espermático penetra al óvulo protegido por 

la membranas nuclear. Ja membrana acrosomal interna y por la teca perinuclear. 

Después de su incorporación al citoplasma del óvulo. se observa un rompimiento 

de la envoltura nuclear del espermatozoide que inicia a nivel del segmento 

ecuatorial Y procede de manera antera posterior. Posteriormente el material de la 

teca comienza a mezclarse con el citoplasma del óvulo antes de que la 



descondensación del núcleo espermático se haga aparente. La destrucción de la 

teca comienza a partir de la porción apical de la región postacrosomal 

(Yanagimachi 1994) y se ha reportado que la descondensación del núcleo 

espermático también comienza en la porción apical de la región postacrosomal. 

(Fouquel y Kann. 1994). 

De manera adicional. la TP participa en otras funciones como· 

a) En la estructuración del núcleo durante la espermiogénesis. Se ha 

reportado que durante la espermiogénesis la TP se asocia con las membranas 

acrosomal y nuclear (Longo y Cook. 1991: Oko y Marave1. 1995). La TP podría 

contribuir a la asociación nücleo-acrosoma por proveer una clase de cemento 

inlramembranoso (Bellvé y OºBrien. 1983. Courtens y col.. 1976). De hecho. fallas 

en la diferenciación de la TP han sido asociadas a los espennatozoides con 

cabeza redonda carentes de acrosoma (Escalier. 1990). 

h) En el mantenimiento de dominios en fa superficie de ta membrana plasmática. 

Durante la capacitación y la reacción acrosomal ocurren rearreglos específicos de 

partículas intramembranosas. quedando localizadas en dominios diferentes. 

Moléculas de señalización de superficie y receptores implicados en la fertilización 

y desarrollo están ancladas en la membrana plasmática del espermatozoide. Los 

espermatozoides capacitados y con reacción acrosomal muestran un nuevo 

dominio de membrana en la región ecuatorial del acrosoma (Yanagimachi. 1994). 

la cual es reconocida por la membrana plasmática del huevo para unirse y 

fusionarse durante la fertilización. La posición y la mot1hdad de proteínas 

transmembranales están controladas por vínculos entre el c1toesqueleto y la 

membrana plasmalica (Mújica y col .. 2003) 



e) En la penetración del espermatozoide a través de las vestimentas del óvulo. 

La hoja subacrosomal le confiere un carácter rígido a la porción anterior de la 

cabeza espermática, que puede ser muy significativo en la penetración de las 

vestimentas del óvulo (Yagi y Paranko, 1995). 

d) En la activación del huevo (Yagi y Paranko. 1995). Posterior a la penetración 

del espermatozide al huevo. Ja teca perinuclear espermática es removida y las 

proteínas de Ja teca son liberadas al ooplasma. Simultáneamente, el núcleo 

espermático se descondensa y se forma el pronúcleo masculino. las 

microvellosidades y los factores ooplásmicos están involucrados en la remoción de 

la teca perinuclear. (Sutovsky y. col.. 1997). Cuando cabezas espermáticas con la 

TP expuesta son microinyectadas al citoplasma del óvulo. estas forman un 

pronúcleo bien desarrollado y el óvulo se activa. Sin embargo. los óvulos 

microinyectados con núcleos espermaticos sin TP no se activa. Por lo tanto. se 

puede decir que el citoplasma del huevo tiene la capacidad de descondensar a 

ala teca perinuclear, y los productos de la teca perinuclear tienen la propiedad de 

activar al huevo (Kimura y col .. 1998). 

Anteriormente. se ha mencionado que parámetros como la motilidad, la integridad 

de la mem.brana plasmática o del acrosoma no tienen una correlación significativa 

con la viabilidad espermática o con la fertilidad de la muestra del semen 

cnopreservado. ya que posiblemente otros aspectos de la estructura espermática 

pueden estar alterándose durante el proceso de congelación/descongelación 

!Ostermeier y col.. 2000). De manera concreta. la TP puede verse afectada 

durante este proceso. 

El espermatozoide del bovino. al igual que otras especies (conejo, camero. 
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borrego). también presenta una subestructura similar en la misma región de la TP 

(Koehler. 1970). La subestructura podría ser usada como un marcador morfológico 

de la integridad de la TP y por tanto de la capacidad fertilizante del 

espermatozoide de los mamíferos. 

Hoy en día las técnicas de rutina para evaluar la calidad de un eyaculado que 

deba ser procesado para la técnica de IA, son incapaces de detectar 

espermatozoides con viabilidad reducida. especialmente debido a las condiciones 

que involucran a los elementos citoesqueléticos de la cabeza espermática (Ward y 

col., 1999; Ward y Kishikawa, 2000). 

De hecho, uno de los desafíos actuales para el almacenamiento y conservación 

del semen por congelación para su uso en IA es el de asegurar la viabilidad de las 

células espermáticas. Por ello. es de suma importancia el investigar o indagar qué 

otras alteraciones de la morfología espermatica. relacionadas con la viabilidad 

(como la TP), se estén alterando por el procesamiento. Lo anterior podría-permitir 

diseñar u optimizar las técnicas usadas para la criopreservación del semen. 



HIPOTESIS 

El proceso de criopreservación del semen de bovino para IA ocasiona un daño 

irreversible en la teca perinuclear del espermatozoide. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: Evaluar a nivel ultraestructural el efecto de la 

criopreservación del semen de bovino sobre la integridad de la teca perinuclear del 

espermatozoide. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Valorar la integridad de la teca perinuclear en los espermatozoides antes del 

procesamiento para su criopreservación. 

2. Valorar la integridad de Ja teca en los espermatozoides después del 

procesamiento de criopreservación. 

3. Correlacionar Jos cambios en la teca perinuclear con los parámetros de la 

calidad del semen (motilidad. concentración. viabilidad de membrana. integridad 

del acroson1a) pre y post descongelación. 



MATERIALES Y METODOS 

Lugar de obtención de las muestras. Las muestras fueron proporcionadas por el 

Centro de Procesamiento de Semen REKA. ubicado en el Km 23.2 de la carretera 

a Chichimequillas. Santa Maria Begoña. El Marqués. en el estado de Querétaro. 

Obtención de las muestras. Se obtuvo el semen de 7 toros de diferentes razas y 

fines zootécnicos. mediante la técnica de vagina artificial. 

Evaluación del semen: La valoración de la calidad del semen. para proceder a la 

congelación. fue realizada por el personal del centro. empleando para ello el 

método tradicional (movimiento progresivo de los espermatozoides y 

concentración espermática). El movimiento de los espermatozoides fue evaluado 

mediante su observación en frotis secos en un microscopio de luz marca Olympus. 

adaptado con una platina para regular la temperatura a 37 .. C y a un aumento total 

de 200x. 

La concentración espermática fue evaluada mediante el empleo de un 

espectrofotómetro. para lo cual 10 pi de cada eyaculado obtenido fueron 

adicionados a 5.8 mi de solución salina fisiológica. 

Adicional a las pruebas de valoración realizadas en el centro. se valoró la 

viabilidad espermática (eosina al 2º/o). la integridad y funcionalidad de la 

membrana plasmática (prueba hiposmótica) y la integridad del acrosoma (triple 

tinción). Estas pruebas se realizaron antes y después del congelamiento de los 

espermatozoides. Para ello. los espermatozoides fueron lavados y resuspendidos 

en solución salina (154 mM) a una temperatura de 37 .. C y a una concentración 

de 35 X 106 células/mi 
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Tinción triple. La triple tinción permite diferenciar entre células vivas y muertas. 

Una vez resuspendidos los espermatozoides a una concentración de 35 X 106 

células/mi. se tomó una muestra de 0.5 mi a la cual se le adicionó un volumen 

igual de azul de tripan al 2% en amortiguador de fosfato salino (PBS) (NaCI 137 

mM, KCL 2.7 mM, NaH2PO. g_5 mM. KH2PO. 1.4 mM. pH 7.4) y se incubaron a 

37º C durante 15 min. Posteriormente fa muestra fue centrifugada en una 

centrifuga clínica a 1200 rpm durante 5-10 min y el sobrenadante fue descartado. 

Las muestras fueron resuspendidas y lavadas con PBS por 

centrifugación/resuspensión hasta que el sobrenadante se observó transparente. 

La muestra fue fijada en glutaraldehido al 3% en amortiguador de cacodilatos al 

0.1 M. pH 7.4, durante 15 min a una temperatura de 37º C. Enseguida las 

muestras fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5-10 min y lavadas dos veces con 

agua desionizada. Posteriormente se realizó un frotis de cada muestra y se 

dejaron secar al aire. Los frotis fueron incubados con café Bismarck al 0.8º/o en 

solución acuosa. pH 1.8 durante 5 min a 37º C. se lavaron con agua desionizada. 

se dejaron secar al aire y se incubaron con rosa de Bengala al 0.8º/o en 

amortiguador de Tris 0.1 M. pH 5.3 por 40 seg a 37º C. Finalmente se lavaron con 

agua desionizada y nuevamente se dejaron secar al aire. Su observación se 

realizó en microscopio fotónico marca Olympus a un aumento total de 1 OOOX 

(Vázquez y Carrizosa, 1gao). 

Se observaron un total de 100 células espermáticas por cada muestra y se 

clasificaron y contabilizaron de acuerdo a los patrones de afinidad y reacción 

tintorial de esta prueba. 



Los criterios de clasificación fueron los siguientes: 

Rosa/azul = Acrosoma intacto. muerto 

Rosa/café= Acrosoma intacto. vivo 

Blanco/azul =Sin acrosoma, muerto 

Blanco/café = Reacción acrosomal, vivo 

El número de células obtenido para cada caso se expresó en porcentaje. 

Prueba hiposmólica: Mediante esta prueba fue posible evaluar la integridad y la 

funcionalidad de la membrana plasmática del espermatozoide. 

El medio hipotónico fue hecho de la siguiente manera: Se elaboró una solución 

con 0.5ml de citrato de sodio (1.46%) y 0.5ml de fructosa (2.7%) y se incubó 

durante 1 O min a 37º C. De una muestra de semen de 20µ1, a una concentración 

de 35 X 106 células/mi. 1 O¡il fueron colocados en un portaobjetos, con la finalidad 

de evaluar el enrollamiento de los flagelos, se contaron 100 espermatozoides. El 

resto de la muestra (10µ1) fue adicionada con un volumen igual de la solución 

hipotónica (100 mOsm) y se incubó durante una hora a 37º C. Posteriormente. 10 

~ti de la muestra incubada fueron tomados y depositados sobre un portaobjetos 

para ser observados al microscopio de luz. a un aumento total de 600X: se 

contaron un total de 100 espermatozoides para evaluar el enrrollamiento del 

flagelo (positivos a la prueba). 

El porcentaje de los espermatozoides positivos a esta prueba se obtuvo 

sustrayendo el número de las células con algún grado de enrrollamiento del 

flagelo, antes de su incubación en el medio. al número de células positivas 

contabilizadas en el medio hipotónico (Rodriguez. 1997) 
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Los resultados fueron interpretados de la siguiente manera: 

Un porcentaje menor del 50°/o indica que la membrana espermática presenta una 

inadecuada integridad y funcionalidad. 

Del 50°/o al 59º/o Ja funcionalidad es dudosa. 

Mayor del 60º/o hay una adecuada integridad y funcionalidad de la membrana. 

Viabilidad esoermática: 1 O 1-tl de muestra espermática a una concentración de 35 

X 106 células/mi fueron depositados en un portaobjetos junto con 1 O ~ll de eosina 

al 2°/o en PBS o de azul de tripán al 2°/o en PBS y se cubrieron con un 

cubreobjetos para su observación al microscopio de luz. Su observación se realizó 

en un microscopio fotónico marca Olympus a un aumento total de 1 SOX. 

Las células teñidas se consideran muertas puesto que el colorante penetró al 

interior por alguna discontinuidad de la membrana celular. 

Cnopreservación del semen: El semen fue depositado en un recipiente que 

contenia 40 mi de diluyente (leche descremada ultra pasteurizada y cualquiera de 

los siguientes antibióticos: gentamicina. tilosina o lincomicina) y se enfrió 

paulatinamente hasta llegar a los 5º C. Posteriormente. el semen fue diluido cada 

1 O minutos mediante la adición del criopreservador (leche descremada 

ultrapasteurizada con antibiótico y glicerol) hasta obtener una concentración de 45 

X 106 espermatozoides/ 0.5 mi. El semen diluido se introdujo en una cámara fria a 

5 C durante 2 horas para su posterior envasado y congelación en pajillas de 

O.Sml. Lo antenor se realizó de manera gradual iniciando de 5º C (cámara fria) 

hasta alcanzar los -190º C en N liquido. 



Descongelación de las paiillas: Las pajillas fueron sumergidas por 30 segundos en 

baño Maria a 35º C. Enseguida los espermatozoides fueron recolectados Y 

procesados para la valoración de su integridad empleando los mismos métodos 

que se utilizaron para evaluar a las células antes de su congelamiento. 

Procesamiento para microscopia electrónica: Tanto las muestras de semen recién 

obtenidas como las que fueron criopreservadas se procesaron para la valoración 

de la teca perinuclear al microscopio electrónico de transmisión. mediante la 

técnica de tinción negativa. Para exponer la supeñicie de la TP los 

espermatozoides resuspendidos a una concentración de 35 X 10e. células/mi 

fueron añadidas de una solución acuosa de Brij 36-T al 10% (70pl /0.5ml de 

suspensión) y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente. El detergente Brij 

36-T solubiliza la membrana plasmática y el acrosoma. Las células se 

centrifugaron a 2500 rpm por 3 minutos y se lavaron con agua desionizada. Las 

muestras espermáticas fueron fijadas en Kamovsky (Kamovsky, 1965) por una 

hora a temperatura ambiente. Posterionmente, las células fueron centrifugadas a 

2500 rpm por 3 minutos, lavadas 2 veces en PBS, dos veces en agua desionizada 

y resuspendidas en ésta última en su volumen inicial. Después de lavadas. las 

muestras espermáticas se adsorbieron en rejillas de cobre de 200 mesh cubiertas 

con membranas de soporte colodión-carbón. Para ello. con la cara cubierta de la 

re1illa se tocó la superficie de una gota de la suspensión espermática. Se 

esperaron entre 5 y 10 min para que los espermatozoides quedaran adheridos a 

la membrana. Se retiró el exceso de muestra y se dejaron secar. Las muestras 



fueron teñidas con ácido fosfotúngstico al 0.02°/o en solución acuosa durante 3 

minutos y se enjuagaron pasando la rejilla en una gota de agua destilada. Las 

rejillas se colocaron sobre papel filtro en cajas de Petri y se cubrieron para permitir 

que secaran. El procesamiento de estas muestras se realizó en el Departamento 

de Morfologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (FMVZ. UNAM) y las muestras se 

observaron en la Unidad de Microscopia Electrónica de la FMVZ. UNAM. en un 

microscopio electrónico de transmisión marca Zeiss modelo EM-9. 

La toma de fotografías de todas las muestras preparadas para microscopia de luz 

se realizaron en el Departamento de Morfologia de la FMVZ. UNAM. empleando 

para ello un microscopio marca LEICA modelo DMLS. adaptado a un sistema de 

fotografía digital a una cámara JVC modelo KY-F70B y el software Automontage 

de Syncroscopy y con un fotomicroscopio marca Leitz modelo Laborlux O con 

cámara fotográfica de 35mm. 

Análisis estadístico: Los resultados se analizaron estadísticamente mediante la 

prueba de t de Student y la prueba de correlación de Pearson y análisis de 

regresión con el programa de cómputo SAS. 



RESULTADOS 

Concentración y movilidad de los espermatozoides 

La valoración de la concentración espermática únicamente se realizó en los 

eyaculados recién obtenidos. En promedio la concentración espermática de los 7 

eyaculados que fueron considerados en este estudio fue de 1. 568 X 106 

células/mi. variando de 500 a 2.200 X 106 células/mi. Para su congelación los 

eyaculados fueron diluidos a una concentración de 45 X 106 espermatozoides/ 0.5 

mi. 

Los espermatozoides de los 7 eyaculados que fueron congelados presentaron un 

minimo de 70 ± 0.85°/o de movimiento progresivo y una calificación de 2 o 3 de 

movimiento en masa. Después de su descongelación los espermatozoides 

presentaron un 55 ± 1.03°/o de movimiento progresivo. 

Diferenciación entre espermatozoides vivos y muertos (viabilidad 

espermática) 

Los resultados obtenidos para la valoración de la viabilidad de los 

espermatozoides mediante la Unción de eosina al 2º/o. antes y después del 

congelamiento. no fueron satisfactorios. ya que todas las células se observaron 

teñidas con el colorante empleado. Por tal motivo. para realizar esta valoración se 

decidió utilizar la triple tinción, ya que esta técnica también permite evaluar el 

porcentaje de mortalidad por contener un colorante supravital (azul de lripan). 

Empleando ésta prueba los espermatozoides vivos se diferenciaron de los 

muertos por su afinidad a los colorantes. En el caso de los espermatozoides vivos 



la región posacrosomal se tiñe de color café (café de Bismark) (Fig. 1) y en los 

espermatozoides muertos esta misma región se tiñe de color azul (azul tripan) 

(Fig. 2). 

El porcentaje promedio de viabilidad obtenido para los espermatozoides antes de 

la congelación fue de 67.43 (variando del 64% al 72%) y para los 

espermatozoides descongelados el porcentaje fue de 53.14% (variando del 4g al 

58%) (Grafica 1 ). El porcentaje observado fue estadísticamente diferente (p< 

0.05. t= 86.96). 

Integridad de la membrana plasmática 

Empleando la prueba hipósmotica para la valoración de la integridad de la 

membrana plasmática. (ver Material y Métodos) se encontró que los 

espermatozoides descongelados exhiben un mayor daño en la membrana 

plasmática. (p < 0.05. t=9.36). Antes del congelamiento el porcentaje promedio de 

espermatozoides con la membrana plasmática integra fue del 67.8 ± 0.61 % y 

después de descongelados fue de 54.3 ± 2.59% (Gráfica 2). Estos resultados 

fueron diferentes estadísticamente (p < 0.05, t= 24.78). En la figura 3 se muestran 

las imágenes espermáticas obtenidas con esta prueba. 

Integridad del acrosoma 

Para valorar la integridad del acrosoma se utilizó la triple Unción (ver Material y 

Métodos). En promedio antes del congelamiento el 90.6% de los espermatozoides 

presentaron el acrosoma intacto. de este porcentaje el 63.1 ± 1.07º/o correspondió 



a espermatozoides vivos y el 27.5 ± 0.95o/o a espermatozoides muertos (Grafica 

3): del 9.3º/o de los espermatozoides que no presentaron el acrosoma. 4.3 ± 

0.75º/o correspondió a espermatozoides vivos (espermatozoides con reacción 

acrosomal) y 5 ± 1.02% a espermatozoides muertos (Gráfica 3). Después de la 

descongelación el 59.1 o/o de los espermatozoides presentaron el acrosoma intacto 

(43. 7 ± 1.43o/o vivos y 15.4 ± 1.15% muertos) (Grafica 3) y del 40.9°/o que no 

presentaron el acrosoma. 9.4 ± 0.37°/o correspondió a espermatozoides con 

reacción acrosomal (vivos) y 31.4 ± 0.99º/o a espermatozoides muertos (Grafica 

3). En todos Jos datos anteriores hubo una diferencia estadística significativa al 

hacer la comparación entre medias. La figura 4 muestra el patrón de tinción para 

cada una de las características evaluadas. 

Integridad de la teca perinuclear 

Para la evaluación de la TP se emplearon espermatozoides desmembranados y 

procesados para su observación al microscopio electrónico de transmisión por la 

técnica de tinción negativa (ver Material y Métodos). La característica que se tomo 

en consideración para la valoración de la TP fue la apariencia moñológica de la 

subestructura de la hoja postacrosomal. De acuerdo a esto. las muestras fueron 

clasificadas como: ''teca integra o normal"' cuando la subestructura era en forma 

de grecas continuas (Fig. 5>: "'teca alterada" cuando la subestructura presentó 

algún daño, como la falta de grecas yto interrupciones en su continuidad (Fig. 6); y 

"teca ausente" fueron clasificadas las células que no presentaron a la 

subestructura (Fig. 7). 
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En las muestras previas al congelamiento. el porcentaje promedio de 

espermatozoides que presentaron a la subestructura integra o normal fue de 84.8 

± 1.62%. 12 ± 0.87º/o presentaron alteraciones en la teca y 3.2 ± 3.13o/o no 

mostraron a la subestructura (Grafica 4). El porcentaje para estos mismos 

parámetros en las muestras descongeladas fue de 47.4 ± 2.6%. 41.7 ± 1.87% y 

10.8 ± 3.46% respectivamente {Grafica 4). La comparación de medias mostró una 

diferencia significativa entre las muestras congeladas con respecto a las 

descongeladas (p < 0.05). 

En el cuadro 1 se muestra la correlación entre la integridad de la teca perinuclear y 

los parámetros de la calidad del semen en los espermatozoides antes del 

congelamiento. Los coeficientes de correlación indican que existió una muy buena 

correlación (r=0.93, p<0.05) entre los espermatozoides vivos con reacción 

acrosomal y el número de espermatozoides positivos a la prueba hiposmótica. En 

contraste, los espermatozoides con teca perinuclear alterada o ausente (r= -0.73. 

r= -0.85 respectivamente, p<0.05) tuvieron una correlación negativa con los 

espermatozoides con la teca perinuclear normal. No se encontró ninguna 

correlación entre la integridad de la teca perinuclear y los demás parámetros en 

estudio (porcentaje de espermatozoides vivos, integridad de membrana y reacción 

acrosomal). 

En las muestras descongeladas, el análisis de correlación (Cuadro 2) mostró un 

grado de correlación muy bueno entre los espermatozoides vivos y los 

espermatozoides vivos con acrosoma intacto, (r= 0.97. P<0.05). Así mismo. hubo 

un aumento en el grado de significancia entre el porcentaje de espermatozoides 



con la teca perinu'clear a~sente y el número de espermatozoides vivos. (r= -0. 76, 

p<0.05). Jgualmenté, lo_s espermatozoides con la teca perinuclear ausente 

presentaron una. corre~~-~íón ne:gativa con el porcentaje de espermatozoides vivos 

con acrosoma intacto (r= -0.81,, p<0.5) y con el porcentaje de espermatozoides 

con teca perinuclear riorrríal (r= -0.84, p< 0.05). 
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DISCUSIÓN 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La importancia económica de una alta eficiencia reproductiva en el ganado bovino 

enfatiza los beneficios de una predicción exacta de la fertilidad del semen post-

descongelación. El problema de la criopreservación es que aún con las mejores 

técnicas de preservación la viabilidad del semen después del congelamiento 

disminuye al 50%. La baja fertilidad del semen congelado se ha atribuido a una 

falla en el transporte de los espermatozoides por el tracto reproductor femenino o 

al daño que sufren las membranas durante el proceso de la criopreservación. En 

el espermatozoide las membranas afectadas por la criopreservación incluyen a la 

membrana plasmática. la membrana acrosomal externa y las membranas 

mitocondriales (Watson y col.. 1972). 

Estudios previos han sido realizados para evaluar el efecto de la criopreservación 

sobre la ultraestructura del espermatozoide del toro y de otras especies. Sin 

embargo. estos estudios no han podido correlacionar los parámetros estudiados 

(integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma) con la baja de fertilidad 

observada del semen criopreservado. Este estudio se enfocó a evaluar el daño 

que es provocado por el procesa de criopreservación sobre la teca perinuclear 

(TP) del espermatozoide del bovino. Los resultados mostraron que la congelación 

y la descongelación causaron cambios estructurales en la TP en un alto porcentaje 

de los espermatozoides (52.5 ± 2.66°/o). Los cambios consistieron en alteraciones 

de la moñologia de la subestructura de la TP o en su pérdida. Estos hallazgos 

concuerdan con la propuesta de que la baja en la fertilidad del semen 

criopreservado podria ser atribuida no solo a un daño primario de la membrana 
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plasmática. sino también a daños en otras estructuras sensibles dentro de la 

célula. resultantes en daños secundarios a la membrana plasmática (Locksley y 

col. 1988; Jager y col .• 1990). Al respecto. se menciona que las lesiones en el 

espermatozoide pueden ser causadas por los cristales intracelulares que se 

forman durante el proceso de congelación de las células (Krogenaes y col.. 1994; 

Mazur y Koshimoto. 2002). Como otro posible efecto de la cnopreservación, 

Krogenaes y col .. (1994). reflexionan sobre la posible interacción del glicerol con 

los componentes celulares. 

La integridad de la TP es de crucial importancia para el funcionamiento del 

espermatozoide. En los últimos años diversas investigaciones señalan la 

participación de la TP en importantes funciones espermáticas como el 

mantenimiento de dominios de la membrana plasmática de la cabeza. en la 

integridad del acrosoma y del núcleo y la activación del huevo. entre otras. La 

membrana que rodea a la cabeza espermática sufre cambios estructurales 

considerables durante los pasos finales que preceden a la fertilización. Daños en 

la estructura fina de la membrana plasmática de la cabeza espermática pueden 

interferir con la capacitación. la RA y la viabilidad del espermatozoide en el tracto 

reproductor de la hembra (Buhr. 1989). En este estudio se encontró que después 

del proceso de descongelación del semen bovino el porcentaje de 

espermatozoides vivos disminuyó 21°/o. en contraste el porcentaje de 

espermatozoides con teca perinuclear integra disminuyó en 44º/o. Igualmente. el 

análisis de correlación mostró que los espermatozoides vivos tienen el menor 

porcentaje de espermatozoides con teca perinuclear ausente o alterada {r= -0.76). 

Contrario a nuestros resultados. Krogenoes y col. (1994) al valorar la integridad de 
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la membrana plasmática por microscopia electrónica de barrido. después de la 

descongelación. encontraron un mayor porcentaje de espermatozoides con Ja 

membrana integra (90°/o). Sin embargo. cuando realizaron la fertilización in vitre 

con este tipo de espermatozoides. una tercera parte de Jas células mostraron una 

pérdida marcada de la membrana plasmática, un hinchamiento notable de la 

porción anterior del acrosoma y la vesiculación de la matriz acrosomal. De Leeuw 

y col. (1990) mencionan que la fijación quimica y la deshidratación de las muestras 

ya sea para microscopia electrónica de barrido o de transmisión. pueden dar como 

resultado una serie de artefactos e inclusive que este tipo de métodos no generan 

una información completa de la ultraestructura de la membrana plasmática. En el 

presente trabajo se empleó una técnica para microscopia electrónica de 

transmisión que permitió valorar la superficie de la TP del espermatozoide sin 

manipular demasiado a la célula. 

Se ha reportado que la fertilidad del semen congelado del toro esta 

estrechamente relacionada con la integridad del acrosoma (Saacke y White, 

1972). Los resultados mostraron que después de la descongelación del semen un 

porcentaje alto de espennatozoides (59.13 ± 1.28 %) presentaron el acrosoma, 

sin embargo sólo el 43. 7 ± 1.42º/o de ellos estuvieron vivos. Este último porcentaje 

coincidió con el porcentaje de espermatozoides que presentaron la TP integra 

(47.4 ±2.64%). La TP tiene un importante papel durante la RA. Inmediatamente 

después del primer contacto entre el espermatozoide y la zona pelúcida del óvulo 

se inicia la RA. La membrana plasmática de la porción apical de la cabeza 

espermática inicia su fusión en múltiples sitios con la membrana acrosomal 
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externa subyacente lo que resulta en la liberación del contenido acrosomal. De 

manera importante. la membrana plasmática de la región ecuatorial del acrosoma 

no participa en el proceso de fusión y es en este sitio donde el espermatozoide 

interactúa con el óvulo (Flesch y col., 2000). Diversos estudios señalan que este 

dominio de reconocimiento es mantenido por la TP. ya que es la única estructura 

en contacto con la membrana plasmática y la membrana acrosomal interna (sitio 

inicial de localización de las proteínas espermáticas que interaccionan con la 

membrana del óvulo). Cabe señalar que aunQue la correlación que existió entre 

los espermatozoides que conservaron la TP normal y los espennatozoides vivos 

con el acrosoma intacto no fue muy significativa (p= 0.08) se podría inferir que si 

un espermatozoide conserva ta teca perinuclear intacta. éste mantendrá el 

acrosoma también integro. Para valorar ésta relación seria necesario incrementar 

el número de muestras en estudio. De igual manera. una correlación negativa 

existió entre el número de espermatozoides con teca perinuclear ausente y el 

número de espennatozoides vivos con reacción acrosomal. estos datos son 

consistentes con las con las observaciones realizadas en el espennatozoide del 

cobayo (Juarez-Mosqueda y Mújica 1999). quienes reportan una pérdida de la 

subestructura en los espermatozoides que experimentan la RA. 

En este estudio la diferenciación entre espermatozoides vivos y muertos con y sin 

acrosoma se hizo mediante el uso de la triple tinción. Algunos investigadores 

señalan que las tinc1ones supravitales clásicas no son apropiadas para predecir la 

viabilidad de los espermatozoides descongelados ya que la presencia del glicerol 

interfiere con la tincrón diferencial entre células vivas y muertas (Way. 1995). Los 

resultados del presente estudio no coinciden con lo anterior pues. el uso de Ja 
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triple Unción fue una valiosa herramienta que permitió la identificación de los 

espermatozoides con y sin acrosoma y de estos diferenciar el porcentaje de vivos 

y muertos. Una gran desventaja de la técnica es el tiempo que se requiere para la 

valoración de las muestras de semen. En base a los datos de correlación entre 

espermatozoides vivos con acrosoma intacto y TP normal. esta técnica podria 

ser de utilidad en la valoración de la calidad espermática. 



CONCLUSIONES 

En conclusión. el presente estudio reveló que la TP del espermatozoide del bovino 

experimenta un daño por el proceso de criopreservación. y que entre mayor sea 

el porcentaje de espermatozoides con la TP ausente. menor será el número de 

espermatozoides vivos. Los datos sugieren que posiblemente la baja de fertilidad 

observada en el semen descongelado esté relacionada con los daños que se 

producen en la TP. Futuras investigaciones deberán estar diseñadas para tratar de 

probar esta sugerencia. 
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Gráfica 1. Porcentaje promedio de espermatozoides vivos antes y después del proceso de 
criopreservaclón del semen de bovino. Los espermatozoides fueron evaluados con la técnica 
de la triple tinción. Existió una diferencia significativa (p < 0.05) entre ambos porcentajes. 
Error Estándar (E.E) en las muestras antes del congelamiento = 0.97. en las muestras 
después del congelamiento E.E= 1.18 
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Gráfica 2. Porcentare promedio de espermatozoides que presentaron la membrana plasmática 
integra antes de la congelac1on y después de la congelación del semen. La prueba utilizada 
para valorar la funcionalidad de la membrana plasmatica fue la prueba hipósmolica. La 
diferencia entre medias fue esladis11camente s1gnif1cat1va (p < 0.05) 
Error Estándar {E.E) en las mueslras antes del congelamiento = O 61. en las muestras 
después del congelam1en10 E E = 2 59 
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Gráfica 3. Integridad del acrosoma en los espefTTlatozoides antes y después del proceso de 
criopreservación del semen de bovino. Los espermatozoides fueron teñidos con la técnica de 
la triple tinción y evaluados al microscopio de luz. Se encontró una diferencia significativa 
entre medias (p <O.OS). E.E. en muestras antes del congelamiento: 1.07, 0.74. 0.94. 1.02 
respectivamente. E.E. en las muestras descongeladas: 1 .42. 0.36. 1. 15. 0.99. 
respectivamente. 
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Gr.ifica •.Integridad de la teca perinuclear. tomando como marcado morfolog1co la mtegndad 
de Ja subestructura de la hoja postacrosomal. antes del congelamiento del semen y posterior a 
su descongelación. La evaluación se realizó en el microscopio electrónico de 1ransm1s1on en 
muestras desmembranadas y procesadas por tinción negahva. Ex1st16 d1ferenc1a s1gn1f1cativa 
entre muestras (p < 0.05). E.E. en muestras antes del congclamrento. 1 62. 0.87. 1. 14 
respecllvamente. E.E. en Jas muestras descongeladas: 2.64. 1 .87. 3.46 respectivamente 
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Cuadro 1. Coeficientes de correlación obtenidos mediante la prueba de correlación de 
Pearson en las muestras descongeladas. Los cuadros sombreados indican las correlaciones 
significativas. (p< 0.05) 

Vivos lnl. VAi VRA TP ¡ -,.-,;- ¡- --rp: 
-----+----+"M~e~m~b='=ª~"ª~---->------+--~N~o=•~m~é_!_l __ ,~~~t_Qrad~- j __ ~§~f:!I~- j 
Vivos O.OS 0.73 0.23 0.02 -O 22 ! 0.14 : 

lnt. P=0.91 ~~~~~5 P~~:1 P~~=6 ·¡-p~6:-~-+--~~~~~§___¡ 
~M_.0e~m_,,b=·--;-----t----+-P~=O=·~•,,s-¡_,_P_=,,0.~00=2-+_,_P_=~0~.4~4~ -~:..Q.!l~-4--~=:.Q._~~---~ 

VAi 0.48 0.22 , -O 1 : 0.4 ' 

----+----l------t-----t--'P-'="'0"'.2"-'7'--f---'-P-"="'0'-'6"'2._j _ __f'¿_QJ!2_J._~ 
0.35 1 -0.14 j -0.39 VRA 

P=0.42 P=O. 75 i P=0.37 1 

TP 
1 

-o. 73 1 -0.85 l 
P•0.05 P=0.01_j Normal 

Au!r':da ! 
-"~T~P~-r------<-----+------+----t------r 

028 

~=~-5~----

~A~u~sº="-"'º~----~---~-----'------'-------l--~-- ____ ----
·1n1. Mem: lnlogridad de membrana 
·vAI: Vivos con acrosoma intacto 
·vRA: Vivos con reacción acrosomal 
•TP: Teca perinuclear 

Cuadro 2. Coeficientes de correlación obtenidos mediante la prueba de correlación de 
Pearson en las muestras descongeladas. Los cuadros sombreados indican las correlaciones 
significativas (p< 0.05) 

Vivos lnt.Memb VAi 

0.14 0.97 
p = 0.75 P•0.0002 
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TP 
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·1n1. Mem· Integridad do membrana 
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P=0.99 
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