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I. RESUMEN

Con la finalidad de determinar la supervivencia de los espermatozoides cuando se les
somete a estrés osmótico, similar al que ocurre durante el proceso de crioconservación, se
colectó y procesó el semen de 4 machos ovinos de la raza Columbia, de 4 años de edad
(entre 4 y 5 eyaculados por macho) por el método de la vagina artificial. El presente trabajo
se realizó en el Módulo de Ovinos y Caprinos de la Facultad de Estudios Superiores -
Cuautitlán. Los eyaculados se trabajaron por separado, uno por día de trabajo, la evaluación
inicial consistió en las siguientes pruebas: 1) macroscópicas, el volumen, color y
consistencia, y 2) microscópicas, la motilidad masal, motilidad progresiva, la
concentración, el porcentaje de vivos y muertos (tinción eosina-nigrosina) y la integridad
del acrosoma (microscopia de contraste de fases). La concentración se ajustó a 200x106
células por ml, utilizando un diluyente especial para la congelación de semen. Enseguida, se
procedió a la disminución lenta de la temperatura hasta 5ºC en un periodo de 3 horas
aproximadamente. Después, se expuso el semen diluido (alícuotas) a cuatro soluciones con
diferente valor de osmolaridad: 300 (testigo), 900, 1500 y 2100 mOsm/Kg por 15 minutos,
en este momento se evaluó el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos y la integridad
del acrosoma. Inmediatamente después, se regresó a la temperatura inicial (37°C) y se
restableció la isosmolaridad con la correspondiente solución hiposmolar (300, 200, 160, 90
mOsm/kg),  en este momento también se evaluó el porcentaje de espermatozoides vivos y
muertos y la integridad del acrosoma. El análisis estadístico se realizó utilizando un análisis
de medidas repetidas y la prueba de pares de Wilcoxon. 
Los resultados nos muestran que a medida que aumenta el valor de osmolaridad disminuye
el porcentaje de células con membrana intacta y de células con acrosoma intacto; esta
misma tendencia ocurrió al restablecer la isosmolaridad, pero en mayor grado que durante
la exposición a soluciones hiperosmóticas. Estas observaciones son similares a los
fenómenos que ocurren durante el proceso de congelación – descongelación.
La utilidad de este tipo de pruebas, que asemejan la congelación del semen, radica en que
potencialmente podrían predecir la criosupervivencia de los espermatozoides sin necesidad
de hacer todo el proceso de crioconservación. Sin embargo, aún hace falta realizar la
siguiente etapa de esta línea de investigación para alcanzar ese objetivo.
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II. INTRODUCCION

En la antigüedad, la cría ovina se desarrolló pobremente a causa de la ignorancia que se

tenía sobre esta especie animal. La ganadería se basaba en su mayor parte, en los bovinos,

los ovinos se utilizaban como animales de desecho en los ranchos ganaderos y como

animales de traspatio (Speedy, 1987).

Al pasar del tiempo, se fue explotando a los borregos al conocer que eran de más fácil

manejo, mejor adaptabilidad a los medios productivos así como la facilidad con la que se

reproducían en medios adversos (Ensminger, 1976).

La explotación de los ovinos en México, aumenta cada año por la utilidad del borrego en el

comercio, es decir, que de esta especie animal en particular, se puede aprovechar tanto la

carne como la lana, así como los productos derivados de éstos y básicamente se aprovecha

toda la pieza para la obtención de ganancias al productor (De Lucas y Arbiza, 2000).

Al hablar de esto, se debe considerar como un objetivo primordial aumentar la producción

por medio de diferentes métodos, entre ellos los reproductivos. Es decir, obtener la mayor

cantidad de ganado con los recursos que cuenta el productor, esto nos lleva a pensar en la

inseminación artificial (Derivaux, 1982).

La inseminación artificial (IA), es una de las técnicas más importantes creadas para el

mejoramiento genético de animales; consiste en la obtención del semen del macho y su

aplicación a la hembra por medio de instrumentos. Esta técnica tiene múltiples ventajas (Ax

et al., 2000):

El mejoramiento genético

El control de enfermedades de transmisión sexual

La disponibilidad de registros de apareamientos adecuados

Seguridad a través de la eliminación de machos no deseados
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Mejora del potencial y el rendimiento del hato nacional

Hace posible el uso de semen congelado aún después de que ha muerto el donador, 

contribuyendo a la preservación de líneas seleccionadas

Permite el uso de machos como marcadores genéticos deseables en apareamientos

genéticos específicos

Constituye una herramienta de investigación útil para evaluar machos en relación a

aspectos de la fisiología reproductiva en el macho y la hembra. 

Cuando la inseminación artificial se realiza de manera apropiada, sus desventajas son

pocas, sin embargo es necesario contar con el personal adiestrado para proporcionar una

técnica adecuada, e instalaciones idóneas para manejar a las hembras y machos en

instalaciones extensivas (Ax et al., 2000).

En la especie ovina, se puede obtener eyaculados muchas veces al día durante varias

semanas antes de que se agoten sus reservas de espermatozoides en el epidídimo. La técnica

de la vagina artificial para la recolección del semen es muy similar a la que se emplea en el

toro (Sorensen, 1982). La electroeyaculación, es otro método para la obtención del semen;

esta técnica consiste en la introducción de un electrodo eléctrico bipolar en el recto del

animal administrando una estimulación eléctrica de alto voltaje durante 2 a 4 segundos

(Berg y Bonadonna, 1980). La diferencia básica entre los eyaculados obtenidos por los dos

métodos es el volumen, mayor en el semen obtenido por electroeyaculación (Evans y

Maxwell, 1987). Estos autores agregan, que para los trabajos de congelación de semen se

deben utilizar eyaculados obtenidos mediante vagina artificial. 

La congelación del semen ha marcado un progreso considerable debido a sus numerosas

ventajas (Fayez y Marai, 1994), como por ejemplo:

Elección más fácil del semen que hay que emplear para las diferentes hembras

Facilidad en el intercambio de esperma entre centros

Constitución de bancos de semen. 
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La fertilidad del semen congelado de carnero se ha estudiado, por un gran número de

investigadores, y en la mayoría de los casos  se han obtenido índices de parición del 25 al

45%. Los mejores índices en condiciones experimentales, fueron del 50-55%, índice lejano

al que se obtiene con semen fresco diluido y sin diluir (Evans y Maxwell, 1987; Salamon y

Maxwell, 2000).

Esta baja fertilidad es el resultado de una serie de factores entre los que se cuenta la

variación entre machos donadores respecto a la susceptibilidad de su semen al congelado

(Holt, 2000). Por esta razón, es necesario tratar de predecir la capacidad del semen de cada

macho al proceso de congelación y descongelación para que los eyaculados conserven su

capacidad de fertilización cuando se les emplea en programas de inseminación artificial.

En la especie ovina, la baja fertilidad del semen crioconservado se atribuye a cambios

ultraestructurales, bioquímicos y funcionales que sufre una proporción significativa de las

células espermáticas y que conducen a un transporte ineficiente y pérdida de viabilidad de

los espermatozoides en el tracto genital femenino (Salamon y Maxwell, 1995). Los cambios

ultraestructurales afectan principalmente las membranas, debido a la reordenación de los

lípidos de la membrana durante la congelación-descongelación, alterando las asociaciones

lípido-lípido y lípido-proteínas, necesarias para una función normal de las membranas

(Parks y Graham, 1992). Se ha constatado que el daño por la congelación es más severo en

espermatozoides ovinos que en espermatozoides bovinos, particularmente sobre la

integridad de su borde apical, área que es más sensible que el segmento postacrosomal y la

pieza intermedia. Por ello, la motilidad espermática de los espermatozoides ovinos

crioconservados es habitualmente mayor que la integridad morfológica de sus acrosomas

(Salamon y Maxwell, 1995).

Cuando se somete el semen al proceso de congelación, los espermatozoides se enfrentan al

estrés osmótico (hiperosmolaridad) causado por la formación de hielo, al descongelado se

recupera la osmolaridad original del medio pero el espermatozoide sufre otro cambio de

volumen (Watson, 1995). Algunas pruebas de resistencia osmótica, se basan en este
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fenómeno y se han propuesto como un método para predecir la supervivencia de los

espermatozoides a la conservación por frío (Medrano, 1998).

La optimización empírica durante años de los protocolos de congelamiento, mientras se

mejoraban las tasas de parición con algunos diluyentes, han hecho poco para explicar las

causas actuales del daño durante el ciclo de congelación y descongelación. Uno de los

factores más importantes durante la crioconservación es el estrés osmótico de las células.

Durante la congelación, las células están expuestas al incremento de las condiciones

hiperosmóticas por el congelamiento del agua fuera de la solución y por el contrario,

durante la descongelación disminuyen las condiciones hiperosmóticas con el derretimiento

del hielo. Además, el estrés osmótico está asociado con la adición y remoción de

crioprotectores como el glicerol (Hammerstedt et al., 1990). Estos cambios osmóticos

pueden ocurrir gradual o rápidamente, dependiendo de la tasa de enfriamiento, si es o no

inducida la nucleación de hielo y del método de adición de crioprotectores, e involucra dos

factores de estrés confundidos (i) la osmolaridad final alcanzada por las células y (ii) la

diferencia osmótica entre osmolaridades intra y extracelular, las cuales, junto con la

conductibilidad hidráulica, gobiernan la tasa a la cual el agua se mueve dentro o fuera de la

célula. Es posible separar los efectos de estos dos factores mediante la exposición de las

células a diferentes osmolaridades en un simple paso o una serie de pasos tal que diferentes

osmolaridades finales puedan ser alcanzadas mientras las células sólo experimentan una

pequeña y controlada diferencia osmótica a través de sus membranas (Curry y Watson,

1994).

El estrés osmótico es un mecanismo importante involucrado en la resistencia espermática a

la congelación y descongelación. El criodaño celular está a menudo relacionado con los

cambios mayores de la presión osmótica (π)  producida durante el proceso de congelación y

descongelación. Estos cambios inducirán alteraciones en el volumen de agua intracelular y

en el estado físico de esta agua (Mazur, 1984; Caiza de la Cueva et al., 1997).

Cuando una suspensión celular es enfriada, los solutos extracelulares: solutos iónicos, no
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iónicos y los agentes crioprotectores (CPA's) se concentran progresivamente conforme

avanza el enfriamiento y el agua se precipita como hielo. Esto crea un ambiente

hiperosmótico para las células, el cual puede causar: 1) cambios en el pH  conforme las

sales alcanzan sus solubilidades (Fishbein y Winkert, 1978), 2) aumentando la

deshidratación celular provocando una interposición de estructuras intracelulares (Levitt,

1962), y 3) debilitando los complejos proteína-lípidos en la membrana celular

incrementando la pérdida de fosfolípidos. 

Todos estos son mecanismos potenciales que pueden afectar la viabilidad celular. Estos

posibles efectos resultado de la concentración de los solutos se han caracterizado

colectivamente como "efectos de solución" (Watson, 1995) quien sugiriere que los efectos

de solución en las células son en gran medida intensificados por un proceso de enfriamiento

lento, durante el cual el tiempo de exposición de las células a una solución concentrada es

prolongado. En adición a los efectos de solución en las células durante el enfriado y

descongelado, se ha  notado que el cambio en el ambiente osmótico de las células que

puede causar daño es inducido por adición de CPA's a las células antes del enfriamiento y la

subsiguiente remoción de CPA's de las células después de la descongelación (Critser et al.,

1988).

Para prevenir el daño osmótico a las células durante la crioconservación, se necesita

conocer la tolerancia osmótica de las células en una función de los siguientes factores: 1)

tiempo, 2) temperatura, 3) tipo de solutos y 4) concentración de solutos. La tolerancia

osmótica varía entre tipos celulares y entre el tipo celular entre especies (Gao et al., 1995).

Un prerrequisito esencial en el diseño de protocolos de crioconservación  exitosos, son los

conocimientos fundamentales de los procesos biofísicos y bioquímicos que acompañan a la

congelación y a la descongelación espermática. Se han propuesto hipótesis para explicar el

criodaño celular y la actividad de los crioprotectores, mismas que pueden ser resumidas

como sigue: cuando las células son congeladas, la cristalización del agua induce la

generación  de zonas hiperosmóticas no congeladas, de alta concentración de solutos. A
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tasas de congelación moderadas, se forman regiones hiperosmóticas en el ambiente

extracelular; esto induce la remoción de agua intracelular con la consecuentemente

crenación celular y exposición de la superficie celular a condiciones anisosmóticas. Un

congelamiento rápido puede causar nucleación letal de hielo intracelular si la suficiente

agua congelable permanece en el citoplasma cuando la temperatura de nucleación se

alcanza. La descongelación involucra la reversión de estos efectos, con una disminución en

la concentración de solutos del medio externo y la restauración del contenido de agua

intracelular y volumen celular (Holt y North, 1994).

El choque frío puede estar relacionado a la composición de la membrana, afectando su

fluidez. Conforme la temperatura desciende, el movimiento lateral de fosfolípidos es

restringido, lo que provocaría una transición de fase líquida-cristalina a fase de gel. Debido

a las diferentes temperaturas de transición para los diferentes lípidos de membrana, la

separación de fase puede presentarse, por lo que las proteínas se agruparían

irreversiblemente (De Leeuw et al., 1990).

Debido a que la composición de ácidos grasos de los fosfolípidos determina el

comportamiento de fase, las diferencias más notables en fosfolípidos entre el

espermatozoide de verraco y el de toro, son el porcentaje más bajo de fosfatidilcolina y más

alto de fosfatidiletanolamina y esfingomielina en el espermatozoide porcino, dificultando la

medición de la estabilidad de las membranas espermáticas porcinas en la base de

diferencias en la composición fosfolipídica (Johnson et al., 2000).

Otro factor que tiene influencia sobre el comportamiento térmico de las membranas, es el

porcentaje de colesterol. La proporción de colesterol/fosfolípidos en el espermatozoide

porcino es muy bajo y como se encuentra distribuido asimétricamente, se encuentra en

mayores cantidades en la monocapa externa de la membrana. Esta combinación podría

hacer a la monocapa interna especialmente vulnerable al choque frío. La reorganización de

las partículas de la membrana inducida por el frío, aunque parcialmente reversible, podría

influenciar la función de la membrana en varias formas, incluyendo un incremento de la
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permeabilidad (pérdida de cationes y enzimas), la reducción en la actividad enzimática, la

difusión controlada de membrana y cambios en el movimiento lateral de canales (De Leeuw

et al., 1990).

En todos los tipos celulares de mamíferos estudiados, incluyendo al espermatozoide, las dos

monocapas de la membrana plasmática difieren en la composición fosfolipídica. La

fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina están concentradas en la monocapa interna;

mientras que, la esfingomielina y fosfatidilcolina están concentradas en la monocapa

externa (Gadella et al., 2000).

Cuando la membrana celular se daña, el fosfolípido fosfatidilserina (PS) se transloca de la

monocapa interna a la monocapa externa de la membrana plasmática; este fenómeno se

considera un indicio temprano de muerte celular (Desagher y Martinou, 2000). 

Recientemente, se ha demostrado que los procesos de congelación y descongelación de

espermatozoides humanos (Kemal Duru et al., 2001) y de toro (Anzor et al., 2002), inducen

translocación membranal de fosfatidilserina.

Se ha demostrado que en fases tempranas de capacitación hay una translocación de

fosfatidilserina de la monocapa interna a la monocapa externa de la membrana plasmática

(Gadella y Harrison, 2002).

El porcentaje de agua inactiva osmóticamente en el esperma porcino es aproximadamente el

doble de la encontrada en las células humanas, de toro o de ratón (Du et al., 1994). Esto

implica que el proceso de deshidratación del espermatozoide a niveles no letales durante el

proceso de congelación es más difícil que en las células humanas. Ambos factores pueden

ser incluidos entre las posibles explicaciones de una tasa baja de criosupervivencia del

espermatozoide porcino (Caiza de la Cueva et al., 1997).

El espermatozoide humano mostró tolerancias de aumento de volumen celular 1.1 veces su
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volumen isosmótico y de crenación 0.75 veces su volumen isosmótico, manteniendo el 90%

de motilidad (Gao et al., 1995). Estudios del espermatozoide de ratón, indicaron que son

similares al espermatozoide humano en cuanto a sensibilidad, pero más tolerantes que el

espermatozoide de verraco a los cambios osmóticos, pueden crenar y aumentar su volumen

celular 0.76 y 1.24 veces su volumen celular isosmótico respectivamente, manteniendo un

80% de motilidad (Willoughby  et al., 1996).

La relevancia de la hipótesis de la interacción osmótica ha sido apoyada por  trabajos en los

cuales los espermatozoides fueron expuestos a soluciones de cloruro de sodio hipertónicas.

La extensión del daño al espermatozoide inducido por soluciones hipertónicas no

congeladas se correlacionó con los efectos de daño observados a temperaturas por debajo de

0° C (Watson y Duncan, 1988). En otro trabajo similar, se observó que la exposición de

semen de cerdo a condiciones hiperosmóticas a 5ºC y el restablecimiento de la

isosmolaridad a 37ºC produjo una disminución de la integridad de la membrana a medida

que se incrementó el valor de osmolaridad en ambas condiciones, pero el efecto más

drástico se observó al restablecer la osmolaridad (Medrano, 1998). El objetivo de este tipo

de trabajos, además de explicar el daño producido por el estrés osmótico, es diseñar pruebas

precongelación para intentar predecir la criosupervivencia de los espermatozoides

sometidos a los protocolos convencionales de congelación y descongelación. El primer paso

de esta aproximación experimental es identificar un valor de osmolaridad crítico que

produzca un daño medible en la integridad de la membrana plasmática y acrosomal; así, el

presente trabajo está enfocado a este propósito.
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III. HIPÓTESIS

La exposición de espermatozoides de ovino a soluciones hipertónicas y el posterior

restablecimiento de la isosmolaridad, aunado a cambios de temperatura, puede simular el

estrés osmótico que enfrentan las células durante el proceso de crioconservación:

condiciones hiperosmóticas cuando se forma y consolida el hielo, y restablecimiento de la

isosmolaridad al descongelado.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Disponer de una prueba de laboratorio sencilla y rápida que permita evaluar la resistencia

de las membranas espermáticas al estrés osmótico. 

Dicha prueba se utilizará en trabajos posteriores de crioconservación de semen con la

finalidad de predecir la supervivencia de los espermatozoides de ovino.

Objetivos específicos

Determinar la integridad de la membrana plasmática y acrosomal de los espermatozoides de

borrego, sometidos a distintas soluciones hiperosmóticas a 5ºC.

Determinar la integridad de la membrana plasmática y acrosomal de los espermatozoides de

borrego, sometidos a distintas soluciones hiposmóticas (para restablecer la isosmolaridad) a

37ºC.
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V. MATERIAL Y MÉTODOS

Animales

Se utilizaron 4 machos ovinos de la raza Columbia de fertilidad probada, alojados en las

instalaciones de la Facultad de Estudios Superiores - Cuautitlan, con una alimentación a

base de ensilado de maíz, paja de avena, forraje verde y bebederos con agua libre acceso, el

peso aproximado de estos machos es de 120 Kg. y su edad promedio es de 4 años.

Periodo de Estudio

Los eyaculados se obtuvieron y procesaron entre los meses de diciembre del 2005 y junio

del 2006.

Obtención y procesamiento del semen

Se obtuvo el semen de los 4 machos ovinos por el método de la vagina artificial, cada

eyaculado se manejó por separado. Inmediatamente después, el semen se transportó al

laboratorio para su evaluación y procesamiento. En el laboratorio, se colocó la muestra en

baño maría a 37ºC y se procedió a su evaluación macroscópica:

1) volumen, 

2) color, 

3) consistencia. 

Enseguida, se realizó la evaluación microscópica:

1) motilidad masal (semen sin diluir), 

2) motilidad progresiva (semen diluido 1:100 (v/v) en solución salina 0.9%), 

3) integridad de la membrana plasmática (tinción de eosina-nigrosina),

4) integridad de la membrana acrosomal (microscopia de contraste de fases),

5) concentración (hemocitómetro).

Posteriormente, se realizó la dilución del semen con una solución isosmótica de

300mOsm/kg (solución testigo); la concentración de espermatozoides se ajustó a

200x106/ml. Después, se prosiguió a enfriar la dilución resultante hasta llegar a 5ºC, el
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enfriado se llevó a cabo en aproximadamente 2 a 3 horas, en un refrigerador adaptado para

estos experimentos; los tubos con la dilución testigo y la dilución con el semen fueron

puestos en un recipiente con agua (1 L), al tubo testigo se le coloco un termómetro para ir

registrando las temperaturas que oscilaron de un promedio de 21 grados (temperatura de

cuarto) hasta llegar a los 5ºC.

Las soluciones hiperosmóticas (Cuadro 1) se prepararon tomando como base el medio de

congelación para semen de ovino de Evans y Maxwell (1987), adicionándole la cantidad de

glucosa necesaria para obtener cada uno de los valores deseados (Cuadro 2), según las

fórmulas reportadas por Medrano (1998). Las soluciones hiposmóticas (Cuadro 3) se

prepararon tomando como base el medio de congelación ya mencionado sin yema de huevo,

de acuerdo a la metodología de Medrano (1998). 

Cuadro 1. Diluyente para congelación
Componente cantidad
Tris (Hidroximetil aminometano) g 5.814
Glucosa (g) 0.800
Ácido cítrico (g) 3.184
Yema de huevo (ml) 24
Glicerol (ml) 8
Penicilina (UI) 100,000
Estreptomicina (mg) 100
Agua destilada (ml) 100

Tomado de: Evans y Maxwell, 1987

Cuadro 2. Preparación de las soluciones hiperosmóticas
Solución Diluyente base (ml) Glucosa (g)
300 mOsm/kg (Testigo) 10 ---
900 mOsm/kg 10 1.814
1500 mOsm/kg 10 3.501
2100 mOsm/kg 10 5.579

Cuadro 3. Preparación de las soluciones hiposmóticas
Solución a preparar Agua destilada estéril (ml) Tris (g) Glucosa (g)
300 mOsm/kg (Testigo) 10 0.44 0.38
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200 mOsm/kg 10 0.44 0.253
160 mOsm/kg 10 0.44 0.17
90 mOsm/kg 10 0.44 0.051

La motilidad masal se evaluó tomando una gota del semen fresco sin diluir, se colocó sobre

un portaobjetos y se observó al microscopio con el objetivo 10x prestando atención al

contorno de la gota, donde se observa el movimiento de oleaje del semen. La evaluación se

hizo con una escala de 0-3, en donde el valor de 3 es de una motilidad de oleaje excelente

(rápido y denso), 2 buena (rápido pero no muy denso), 1 mala (densidad variable, lento) y 0

nula.

La motilidad progresiva se evaluó en una muestra de semen diluido (1:100 v/v, en solución

salina fisiológica 0.9%); se tomó una gota de esta dilución y se colocó sobre un

portaobjetos con su respectivo cubreobjetos y se observó al microscopio el movimiento de

los espermatozoides en el campo con el objetivo 10x. El valor de motilidad se expresó

como el porcentaje de células con motilidad progresiva; solamente se utilizaron eyaculados

con un valor mínimo de 60% de motilidad.

Los frotis para conocer el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se hicieron con la

tinción eosina-nigrosina. Se colocó en un portaobjetos una gota del semen con las

diluciones respectivas y una gota de la tinción, se mezcló con la punta de otro portaobjetos

y se procedió a realizar el frotis, se secaron inmediatamente con aire en aproximadamente

15 segundos para su posterior observación. Los espermatozoides vivos son aquellos que no

permitieron el paso del colorante a través de su membrana plasmática y se ven traslucidos,

los muertos se notan con un color rosado. Se contaron 100 espermatozoides para estimar las

proporciones de cada categoría, se utilizó el objetivo de 100x.

Para conocer el estado del acrosoma, se hicieron frotis húmedos colocando dos partes de

glutaraldehido por una parte de la dilución correspondiente (es decir 200 μL de

glutaraldehido por 100 μL de la dilución), esto se fue colocando en tubos de ensayo con



15

tapa para evitar contaminaciones o cambios no deseados. Posteriormente, se colocó una

gota de este preparado en un portaobjetos y se colocó un cubreobjetos sobre la gota, se

colocó en el microscopio de contraste de fases aplicando una gota de aceite de inmersión

para observar el contorno de los acrosomas y revisar si se encontraba intacto o dañado; se

revisaron 100 espermatozoides para sacar el porcentaje de cada categoría, se utilizó el

objetivo de 100x. 

La concentración se estimó de una dilución de semen 1:200 (v/v, en solución de Hancock), 

se tomó una gota de esa dilución y se llenó con ella las cámaras del hemocitómetro (Cámara

de Neubauer) por capilaridad. Se colocó la cámara al microscopio con el objetivo de 40x y

se contó los espermatozoides contenidos en cinco cuadros de la cuadrícula central de 25, el

valor obtenido se multiplicó por 107 y así se obtuvo la concentración por mililitro de

semen. 

Tratamientos

Una vez que el semen se enfrió a 5ºC, se tomaron 4  alícuotas (0.2 ml cada una) que se

sometieron a los siguientes tratamientos (1:1 v/v) durante 15 minutos a una temperatura de

5 grados centígrados:

1) Solución isotónica 300 mOsm/Kg (grupo testigo)

2) Solución hipertónica 1500 mOsm/ kg para alcanzar 900 mOsm/Kg

3) Solución hipertónica 2700 mOsm/ kg para alcanzar 1500 mOsm/Kg

4) Solución hipertónica 3900 mOsm/ kg para alcanzar 2100 mOsm/Kg

Al finalizar el periodo de exposición a las soluciones hiperosmóticas y testigo, se sometió

cada tratamiento a su correspondiente solución hiposmótica a 37ºC en baño maría, durante

15 minutos, con la finalidad de restablecer la isosmolaridad:

1) Solución isotónica 300 mOsm/Kg (grupo testigo),
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2) Solución hiposmótica, aproximadamente 200 mOsm/Kg                                                    

3) Solución hiposmótica, aproximadamente 160 mOsm/Kg

4) Solución hiposmótica, aproximadamente 90 mOsm/Kg

Después de los 15 minutos de exposición a las soluciones hiposmóticas, se evaluó la

integridad de las membranas plasmática y acrosomal mediante las técnicas ya mencionadas.
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Análisis estadístico

La información obtenida se analizó para detectar posibles diferencias entre tratamientos

mediante la prueba llamada Wilcoxon Marched Pairs Test, y dentro de tratamientos

mediante un análisis de medidas repetidas - Friedman ANOVA (Siegel, 1990), y las

posibles diferencias entre machos, utilizando el paquete estadístico Stats Soft 2000 (Reino

Unido). 
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VI. RESULTADOS

A continuación se expresan los resultados de la exposición del semen a las soluciones hiper

e hipo-osmóticas. En el Cuadro 4, se muestran las características iniciales de los eyaculados

que se tomaron de cada macho; el volumen promedio del eyaculado así como los rangos de

motilidad progresiva y masal se encuentran dentro de los parámetros normales; asimismo,

la concentración, espermatozoides vivos y acrosoma intacto se consideran dentro de las

características de un buen eyaculado. Es decir que los cuatro machos en estudio presentaban

poca variabilidad en estos parámetros seminales.

Cuadro 4. Características generales de los eyaculados de cada macho
(Los valores son Medias ± DE)

Macho Número de
eyaculados

Volumen
(ml)

Motilidad
Progresiva

(%)

Motilidad
Masal

Concentración
(millones/ml)

Espermatozoides
Vivos (%)

Espermatozoides
con acrosoma

intacto (%)
1 4 1.6±0.33 68.8±6.29 2.4±0.25 3210±103.92 78.8±6.45 77.5±4.80

2 5 1.4±0.33 72.0±2.74 2.5±0.0 3100±573.37 81.2±7.26 81.6±7.57

3 5 1.3±0.31 69.0±-2.23 2.4±0.22 3160±481.51 76.8±10.28 75.4±8.91

4 4 1.6±0.35 70.0±0.0 2.4±0.25 3440±1007.2 76.8±6.80 76.8±5.90

En las siguientes figuras (Figura 1 y 2) se muestra el comportamiento de los

espermatozoides durante la prueba de  hiper- e iso-osmolaridad; se observó un descenso en

el porcentaje de membranas y acrosomas intactos que se ve afectado en mayor grado por las

soluciones de 1500 mOsm y 2100 mOsm.
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Figura 1. Porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática intacta (vivos) durante
condiciones hiperosmóticas y al restablecer la isosmolaridad. Las barras en cada punto
indican la desviación estándar. El asterisco indica diferencias significativas (p<0.0001)
entre pares de puntos.
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Figura 2. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto durante condiciones
hiperosmóticas y al restablecer la isosmolaridad. Las barras en cada punto indican la
desviación estándar. El asterisco indica diferencias significativas (p<0.0001) entre pares de
puntos.

Las pruebas realizadas con las soluciones hiper- e iso-osmolares nos indican que los daños

sufridos durante el proceso del semen, son similares al daño que puede sufrir el semen

durante un proceso de congelación normal; es decir, que si sometiéramos el semen de un

macho que deseamos para congelar su esperma, a estas pruebas podríamos ver como se

comporta este semen en una congelación y si nos es útil para el fin que requerimos. 
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En el Cuadro 5, se presentan los valores de espermatozoides vivos y de acrosomas intactos

de cada macho durante el momento de hiperosmolaridad; se puede observar que hay

diferencias entre machos en ambas variables evaluadas. 

Cuadro 5. Valores de espermatozoides vivos y de acrosomas intactos de cada macho.
durante el momento de hiperosmolaridad

Macho Espermatozoides
vivos (%)

Espermatozoides con
acrosoma intacto (%)

1 70.9ab 75.1a
2 75.4a 74.0ac
3 65.7b 64.0b
4 68.3b 66.6cb

(p<0.01) (p<0.03)

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas.

En el Cuadro 6, se presentan los valores de espermatozoides vivos y de acrosomas intactos

de cada macho durante el momento de retorno a la isosmolaridad; como en caso anterior,

hay diferencias entre machos en ambas variables evaluadas. 

Cuadro 6. Valores de espermatozoides vivos y de acrosomas intactos de cada macho
durante el momento de retorno a la isosmolaridad

Macho Espermatozoides
vivos (%)

Espermatozoides con
acrosoma intacto (%)

1 64.9ab 69.6a
2 70.8a 68.2ac
3 58.4b 58.1b
4 60.5b 60.6cb

(p<0.003) (p<0.02)
Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas
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VII. DISCUSIÓN

El presente trabajo tuvo como objetivo realizar una prueba de laboratorio sencilla y rápida

para la evaluación de la resistencia de las membranas plasmática y acrosomal, al estrés

osmótico, para utilizarla en trabajos posteriores de crioconservación de semen con la

finalidad de predecir la supervivencia de los espermatozoides de ovino. 

Los cambios sufridos por los espermatozoides durante las diferentes pruebas a las que

fueron sometidos, se encuentran dentro de los parámetros que se consideran normales

cuando se congela el semen. Es decir, que se podría considerar una prueba para saber,

previo a la congelación, si los machos de los cuales se desea congelar el esperma se pueden

utilizar o no.

En trabajos similares al presente, realizados con otras especies, se ha observado que las

pruebas rápidas son de gran utilidad para determinar la calidad de los espermatozoides así

como para saber si los machos se pueden considerar para congelar su esperma; por ejemplo,

la prueba de la resistencia osmótica tradicional (ORT) en cerdos, descrita por Schilling y

Vengust (1984), propone la incubación de muestras de semen en una solución de 150mOsm

por dos horas, que es un periodo de tiempo considerable. Pérez Llano et al. (1998)

realizaron un estudio con el fin de reducir este periodo de incubación a tan solo 5 minutos

usando soluciones hipo e isosmóticas (75mOsm y 300mOsm) incubadas a 37ºC. A esta

técnica, se le conoce como prueba osmótica breve de resistencia. Esta prueba no representa

dificultad en la cuenta de las células en la dilución deseada del semen fresco, sin embargo,

la cuenta de las células es difícil en el semen diluido y refrigerado. 

Otros trabajos (Caiza De La Cueva et al. 1997), nos hablan de los cambios que sufren los

espermatozoides de verraco en soluciones con diferente osmolaridad (600 a 4000

mOsm/Kg) a diferentes temperaturas (4, 16 y 37ºC) y empleando un medio base isotónico

al que se agregó glicerol, NaCl  o glucosa para modificar la osmolaridad. El porcentaje de

células viables así como el porcentaje de acrosomas intactos disminuyó a medida que la
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osmolaridad del medio se incrementó, independientemente de la temperatura; estos

resultados coinciden con nuestro trabajo. 

En un estudio con bovinos, Liu y Foote (1998) utilizaron el medio denominado Tyrode que

variaba en la osmolaridad de 100 a 1537 mOsm/Kg; no se encontraron diferencias

significativas entre los porcentajes de la integridad de la membrana espermática, sin

embargo, se vio un porcentaje más bajo en las soluciones de entre 100 y 150 mOsm/Kg. En

contraste, hubo diferencias en los porcentajes de motilidad en las soluciones

hiperosmóticas, por arriba de 1000 a 1600 mOsm/Kg. 

Otras pruebas, indican que la motilidad de los espermatozoides de Koala expuestos a

diluyentes con distinta osmolaridad en el rango de 95 a 884 mOsm/Kg, disminuyó de

manera lineal a medida que aumentó el valor de hiperosmolaridad (Johnston et al., 2000).

Asimismo, espermatozoides de rata expuestos a soluciones anisosmóticas en un rango de 75

a 1200 mOsm/Kg y retornados a la isosmolaridad, mostraron una reducción significativa en

el porcentaje de membranas plasmática y acrosomal intactas a medida que el valor de

osmolaridad se aparta del valor isosmótico (Si et al., 2006).   

Agca et al. (2005) expusieron espermatozoides de chimpancé a diferentes soluciones

anisosmóticas en el rango de 80 a 880 mOsm/Kg a 37ºC y posteriormente las retornaron a

la isosmolaridad. La motilidad disminuyó de manera significativa con los valores de

hiperosmolaridad de 600 y 880 mOsm/Kg y se recuperó ligeramente al regresar a la

isosmolaridad. Por otro lado, se sometió espermatozoides de humano a estrés osmótico en

un rango relativamente pequeño (276 a 450mOsm) y se observó que la motilidad e

integridad de la membrana plasmática presentaron poco cambio al restablecerse la

isosmolaridad (Chantler y Abraham-Peskir, 2004). Estos autores, explican que la presencia

de la vesícula en la pieza media, que en esos casos es la responsable de sufrir los cambios

de volumen, está relacionada a problemas de infertilidad inespecífica en humanos. 

Los trabajos mencionados anteriormente, apoyan el enfoque empleado en el presente

trabajo, nos permiten medir la resistencia de la membrana espermática dado el estrés



24

osmótico, sin involucrar los cambios de temperatura drásticos asociados al proceso de

crioconservación. 



23

VIII. CONCLUSIONES

El presente trabajo ha mostrado que es posible realizar pruebas relativamente rápidas y

sencillas de laboratorio para determinar si el semen de los machos ovinos es útil para la

congelación. Este trabajo, representa la primera etapa de este proceso; es decir, la prueba

precongelación ya está desarrollada. Enseguida, la segunda etapa será la congelación del

semen y la realización de la prueba de manera simultánea para ver si dicha prueba nos

permite predecir la “congelabilidad” del semen. El valor hiperosmótico que se recomienda

utilizar para la siguiente etapa es 2100 mOsm/kg porque produjo la mayor diferencia en las

variables estudiadas entre el momento hiperosmótico y al restablecer la isosmolaridad.

Este tipo de pruebas, nos permite hacer una semejanza del proceso de congelación y

descongelación con las soluciones hiperosmóticas e hiposmóticas y conocer

aproximadamente la proporción de espermatozoides con membrana espermática y acrosoma

intacto. Al hacer el cambio de osmolaridad en el espermatozoide con las soluciones

utilizadas, se determinó el daño que puede sufrir la membrana espermática  y el acrosoma,

esto se asemeja a lo que sería la congelación. Es decir, que estas pruebas se podrían realizar

en los machos que los productores quisieran destinar para la congelación de su semen, y así

congelar solo el semen útil para su uso posterior en inseminación artificial. 

Estas pruebas se requieren complementar con la investigación de la supervivencia del

espermatozoide ovino con la congelación del mismo, y así determinar los porcentajes

definitivos de supervivencia espermática.
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IX. RECOMENDACIONES

En este tipo de investigaciones, es importante que se pudieran complementar los resultados

con un mayor número de machos y eyaculados para obtener mayor variabilidad.

También, se podrían manejar otros niveles de osmolaridad para observar el comportamiento

del espermatozoide en los mismos y así ampliar el resultado.

Se recomienda continuar esta línea de investigación y pasar a la siguiente fase, la

congelación del semen.
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