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RESUMEN 

Lo precisión en lo evaluación de lo calidad del semen criapreservado de verraco que puede ob/~­

nerse analizando lo vitalidad y lo motilidad espermaticas se esluJiú ",) 22 eyaculados congelodm 

considerando los siguientes aspectos: porcentoie de espermatozoides mótiles con y sin estimulac:iú" 

por cafeína, porcentaie de espermatozoides vivos con los Ruorocromos yoduro de propidio y Ho­

echst 33258, y termorresistencia. Se encontró que el porcentaie Je espermatozoides mó/iles baio 

estimulación por cafeína, y el porcento;e de espermatozoides vivo, vulu, odo con el Ruorocromo yo­

duro de propidio, estimaban lo calidad seminal de formo mós precisa que el resto de porámetros 

analizados, pero el seguimiento de la motilidad espermática a lo largo de Uf! flt'1 iuJo de incuba­

ción a 37"C contribuye en mayor medida al conocimiento de la calidad semmal con implicatiu"", 

práctit·u,. 

ABSTRACT 

The accuracy of the information provided by the assessment of vitalily and motilily in cryopreserved 

boar semen was studied in 22 frozen eiaculates focusing on the following aspects: motilily with and 

without snmulation by caffeine, plasma membrane integrily evaluated with bath Propidium iodide 

and Hoechst 33258, and thermorresistonce. We found that the evaluation of motilily with caffeine, 

and the evaluation of live spermatozoa with propidium iodide, led to a more accurate estimation of 

semen qualily than did the other studied porameters, although monitoring motilily throughout a pe­

riod of incubation at 37 oC contributes to a beffer knowledge on semen qualily with pratical impli­

cations. 
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INTRODUCCiÓN 

a evaluaCIón 
de la 5upervlVi:'nCta esp~llIldlild l l d~ 

el proceso de criopreservación resul­
ta esencial para el conocimiento de 
la calidad seminal. Con este propósi­
to se estudian frecuentemente la 
motilidad y la vitalidad inmediata­
mente después de la descongela­
CIón . No obstante, se hace necesario 

saber SI la información que ambos parámetros propor­
cionan es suficientemente preCisa. pues pudiera ocurrir 
Que determinados ~J..l~r l natozoldes se mostraran inmó­
tiles a pesar de no haber perdido verdaderamente la 
capaCidad para el movimiento, o que la técnica utilizada 
en el análisis de la vitalidad fuera inadecuada o Insufi­
cientemente sensible, Prueba de ello es que a menudo se 
encuentran espermatozoides VIVOS e inmótiles en semen 
crio~le,ervado, a juzgar por el incremento de motllldad 
que se registra cuando la muestra se incuba en presen­
cia de agentes estimulantes de dicha función " y que en 
el estudio de la vitalidad pueden constatarse problemas 
de coloración parcial' , sobreestimación de la población 
de espermatOZOides muertos" , y discrepanCias entre 
colorantes"'. El objetivo de este trabajo, entonces, es 
examinar la flaullludU que ofrecen determinadas técnicas 
de anál,s!> ue Id vitalidad y la motilidad en el estudiO de 
la su~rvlvlencia espermática post-descongelaClOn. 

MATERIAL y MtTODOS 

Veintidós eyaculados, obtenidos 
de once verracos diferentes, fueron utilizados en el 
estudio, congelándose en pajuelas de 0,25 mi conforme 
al procedimiento descrito por 8wanga et al .'1, Inmedia­
tamente después de la descongelación, el semen fue 
diluido (t :20) en BTS a 3rC, y se analizaron la motill­
dad y Id vildl,dad. Cinco eyaculados representatiVOS, 
entonces, fueron sometidos a un test de termorreslsten­
cia, en el que se efectuó un seguimiento de la motllldad 
y Id vlldlldad para evaluar mas en ~rolundldad la utili­
dad de ambos parámetros como criterio de calidad 
seminal. Los análiSiS se realizaron por triplicado, obte­
nlendose la media y la deSViaCión estándar (DE) para el 
estudiO estadlstlco. 

Evaluaci6n de la vitalidad 
inmediatamente después de la 
descongelación 

Se emplearon los fluorocromos 

Hoechst 33258 y yoduro de propidio (PI). 

Para la evaluación con Hoechst 
33258, se Siguió el procedimiento descrito por Berqer" , 
ligeramente modifICado. ASi, el semen, una vez descon­
yelado y diluido, fue lavado mediante doble centrifuga­
ción (500 x g, 5 minutos) a temperatura ambiente. La 
pastilla final de espermatozoides se resuspend,ó en 10 
mi de BTS, tomándose 1 mi de la suspensión para la 
coloración con el fluorocromo, que se efectuó anadien­
do 1 O ~I de una solución (en agua ultrapura Milli-Q) 
1:1000 de Hoechst 33258 (concentración orlqlnal : lOO 
mglml; concentración final : 1 mglml). La muestra fue 
incubada durante 3 minutos en la oscuridad a tempera­
tura ambiente, y se lavó a continuación mediante cf"ntri­
fugaClón (500 x g, 6 minutos) en 4 mi de una solUCión 
(2% en PBS) de polivlnilprrrolrdona (peso molecular 
mediO: 40.000). Se asprró el sobrenadan te y se resus­
pendió el pellet en 100 mi de etanol al 95%, fijándose 
en la oscuridad a 4'C durante 30 minutos. Una allcuota 
de 15 mi fue colocada en un portaobjetos, se dejó secar, 
y se cubrió con una solución len glicerol: PBS (9: 1)J 0,22 
M de DA8CO. Se depositó un cubreobjetos, y se obser­
vó la preparación a 1.000 aumentos en un microscopio 
de epifluorescencia, bajo excitaCión por luz ultravioleta 
(340-380 nm; emiSión a 425 nm). Trescientos esperma­
tozoides fueron observados, y se calcularon los porcen­
tajes de las diferentes categorlas de espermatozoides 
Identlhcados. 

La coloraCión con PI se efectuó 
conforme al procedimiento deSCrito por Harrrson y Vic­
kers ', también ligeramente modificado. Brevemente, se 
preparó una solución colorante de PI 110 ~I de una solu­
ción stock de PI (0,5 mglml en solUCión salrna Isotónica) 
+ 20 ~I de una solución de formaldehldo (2,5 mglml en 
agua ultrapura Milli-Q) + 1 mi de BTSJ, y se mezclaron 
200 mi de la misma con 50 ~I de la suspensión de esper­
matozoides. Tras 5 minutos de Incubación en la OSCUridad 
a temperatura ambiente, se dispusieron 3 allcuotas de 5 
~I entre porta y cubre, y se observaron a 1.000 aumentos 
en el microscopio de eplfluorescencia, en este caso bajo 
excilaClón por luz verde (515-560 nm; emisión a 590 
nm). Al menos Cien espermatOZOides fueron observados 
en cada alícuota, calculándose los porcentajes de las 
cat090rlas de espermatOZOides Identificadas. El valor 
mediO de las tres alícuotas proporCionaba el dato de vita­
lidad para el replicado en cuestión. 

Evaluaci6n de la motilidad 
inmediatamente despuéS de la 
descongelación 

Se consideró la evaluación del 
porcentaje de espermatozoides espontáneamente móti-
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les y de la motllldad ba)o estlmulaClón por cafelna. Para 

ello, la suspensión de espermatozoides descongelados 
fue Incubada a 37°C durante 10 minutos, calcul~ndose 
entonces la motllldad espont~nea . El porcentaje de 

espermatozoides mótlles en presenCia de cafeína se 
obtuvo tras 5 minutos de incubación adicional en una 
soluCión (en BTS) 5 mM de dicha sustanCia . on uno y 
otro caso se dispusieron tres allcuotas de 5 ~I entre 
porta y cubre atemperados, y se contabilizaron 100-1 SO 
espermatozoides por alícuota a 400 aumentos en un 
microscopio de contraste de fases. Se llevó a cabo una 
estimaCión obletlva utlliz~ndose un contador celular, 
con el que los espermatozoides se claslllcaban como 

"mólilesllnmótiles" atendiendo a la presencia/ausencia 
de movimiento en el IlaQelo. La media de las tres all­

cuotas proporCionaba el dato de motilidad para el repli­
cado en cuestión. 

Test de termorresistencio 

Para cada uno de los replicados 
efeduados se desconQelaron tres pa)uelas del eyaculado 

a analizar, diluyéndose como se describió anteriormente, 

e Incub~ndose a 37°C por espacio de 4 horas. A los 10 
minutos y primera hora de Incubación, e Intervalos de 
IIne hora a partir de entonces, se evaluó la motllldad con 
y sin estlmulación por cafeina, así como la vitalidad con el 
fluorocromo PI. 

Análisis estadfstico 

Se realizó con el software STATISTI­
CA para wlndows (versión 4.5, 1993), dlseMndose con­

forme a las espeCificaciones dadas por Carrasco" y el 
manual de usuario del software. Cuando el estudio de 
una variable en particular conllevaba comparar menos de 
30 casos, se analizó previamente el aluste de la serie de 
datos a la distribuCión normal emple~ndose el test de 
Shapiro-Wilk 

En el estudio de la motl lldad y la 
vitalidad inmediatamente después de la descongela­
ción, definimos un partlmetro de cnorreslstencia llama­
do "enotolerancia", y consideramos que la motilidad y 
la vitalidad eran diferentes expreSiones de este mismo 
par~metro . Las dos medidas de motllldad (con y Sin 
cafelna), y las dos medidas de vitalidad (con Hoechst 

33258 y con PI), proporCionaban entonces cuatro dlle­
rentes medidas de supervivencia espermc1tlca para el 
par~metro "eriotoleranCla" . Las series de datos se inclu­

yeron asl en un modelo mixto de ANOVA de dos vías, en 
el que el factor "enotolerancia" fue tratado como efec­
to f l)o con medidas repet irle, . 

Para el test de termorresistenCla, se 
estudiaron en primer lugar diferencias entre los valores de 
motllidad con y sin cafelna en cada eyaculado a lo largo 
del periodo de IncubaCión. Las datos fueron analizados 

mediante ANOVA de dos vías, y las dos vanables (tiempo 
y motllldad) se consideraron fadores de efectos fijos con 

medidas repetldd'. Se obtuvo entonces una sola sene de 
datos de motllldad. y el estudio eJe Id lerrr rurre~i~lelllid ~e 

basó en la evolUCión de las pro~ILiu"e, ,eldlivd' ue 
espermatozoides vivos y espermatozoides mótiles. Las 

senes de datos de todos los eyaculado, '" Incluyeron en 
un modelo de etedos mixtos de ANUVA de tres vlas, con 
Idénticas espeClfl<"ddulI~ JJdld las vanables .. tiempo" y 
"eriterio de ,u~elvivlenCla espermatlCa" (= motllldad o 
Vitalidad). 

h..Nas las comparaClone~ el pujll' 
riori se llevaron a cabo utilizando el test de Student-New­
man-Keuls. 

RESULTADOS 

Vitalidad y motilidad inmediatamente 
después de la descongelación 

Uo, tdtegonas de espermaloioi­
des se observaron en el estudiO de la Vitalidad: "muer­
tos ". exhibiendo intensa fluorescencia azul (en la evalua­
Ción con Hoechst 33258) o ro)a (en la evaluaCión con PI) 

en todo o parte de la cabeza esperm~tlCa, y "vivos", sin 
fluorescencia, denominados como tal por ser la exclUSión 

del colorante un enterio indicativo de integridad de la 

membrana plasm~tica . La uti liidLiú" de uno u otro lIuo­
rocromo, Sin embargo, proporCionaba re,ullddu, de vita­
lidad dlterentes en muchos eyaculado,. Lo, ddlu, Ildll 
quedddo letuyluos en la tabla l . ~e ob:;ervil cómo la 
mayorla de los eyaculados muestran importantes diferen­

Cias entre fluorocromos, aunque didld tJilerel lud e-;, signi­
ficativa sólo en la mi tad de las muestras, probablemente 
a consecuenCia del modelo estadlstico utlhzado. Escogi­

mos entonces la evaludllú" LOn PI como dato de Vitalidad 
m~s fiable, lo que discutiremos m~s adelante para Just ifi­
car esta elecCión . 

La figura 1, por su parte, repre­

senta los porcentajes de motilidad esperm~tlCa observa­
dos en cada eyaculado en presenCia o du,ellua de cafe­
Ina, acompanándose de los porcentaje, de espermato­

zoides VIVOS encontrados con el fluorocromo PI. Se 
observa que la adICión de cafelna Incrementa Slgrllfitdli­

vamente la motilidad en 13 de los 22 eyaculados. y que 

los valores de motilidad en ausenCia de esta sustanCia (H-
56%) ~Ull ~i41I1lrldlIVd ll lt'nte menores que lo:; de VilJli 
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VIT 

PI1 H1 

rr 
300-1 52,67 ± 4,.51 65,73 ± 1,02' Z 

~ 

300-2 58,43 ± 7,74 70,17±1,62' :;;' 
(") 

300-3 57,13 ± 8,31 68,23 ± 2,70' O 
(j) 

300-4 57,47 ± 8,14 69,30 ± 6,38 ' » z 
300-5 66,67 ± 3,81 71,87±3,11 » 

-O 
106-1 60,80 ± 9,69 68,17 ± 8,22 O 
----- :D 

106-2 55,70 ± 2,79 68,27 ± 3, .23 ' (") 

106-3 45,30 ± 2,64 57,47 ± 0,25 ' 

106-4 45,13 ± 4,66 55,13 ± 3,65 

106-5 56,00 ± 5,57 68,53 ± 1,53 ' 

916-1 45,33 ± 3,95 52,20 ± 0,87 

916-2 54,03 ± 6,51 65,27 ± 1,01 

916-3 63,87 ± 2,20 67,30 ± 1,23 

225-1 56,10 ± 1,82 66,33 ± 3,87 
---

225-2 42,57 ± 0,23 56,73 ± 3,76 ' 
----

445 56,10 ± 0,35 59,53±1,10 

8616 51,37±2,31 60,73 ± 2, .27 

449 48,13 ± 0,98 57,OO±l,15 

330 47,33 ± 0,91 59,27 ± 3, .95' 

3140 34,00 ± 5.16 50,80 ± 3,22' 

107 16,80 ± 4,62 29,83 ± 0,29' 

450 11.43 ± 2,01 18,80 ± 2,85 

#: los números consecutivos indicon diferentes eyaculados de un mismo verraco. 
1: no se muestran posibles diferencias significativas entre eyaculados. 
' : significativamente diferente Ip < 0,05) del valor obtenido con PI. 
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300-'30()..2 300·3300-4300-5 106-' 106-2 106-3 106-4 106-59 16-' 916-29 16-3225-' 225-2 445 8616 449 330 3 140 107 450 
Eyaculados 

1: no se muestran posibles diferencias signiFicativos entre eyaculados. 

': donde no a parecen borras de error, su tamaño es menor que el del símbolo . 

.: significal ivamente d i ferente (p<O.05) del correspond iente valor de vi tal idad. 

# : Sign ificativamente d iferente (p<O.0 5) del correspondiente valor de moti lidad 

si n estimuloción por caFeína . 

Figuro 1. Porcentaje' de espermatozoides mót¡/es evaluados en presencio (columna derecha) o ausencia 

(columna izquierdo) de caleína (media + DE), Y porcentale' de espermatozoides vivos (; media % DE') OO,tI, ­
vados en Jos d iferentes eyaculados criopreservodos . 

dad (11-67%) en la mitad de las muestras, pero SImila­
res a los de este parametro cuando se evalúan en su pre­
senCia (15-71 %). La motilidad baJO estimulaClÓn por 
cafelna, entonces. proporcionaba mas fiabilidad en la 
evaluación de esta caracterfstica . como se discutirtl tam­
bién mas adelante. 

Test de termorresistencia 

Los cinco eyaculados escogidos 
para la rea lización de este test fueron los denominados 

como 300-5,916-3,445.330 Y 107, en base a las SImili­
tudes/diferencias de calidad que podla conSIderarse exlS­
tlan entre ellos. 

En el estudio de las diferencias 
entre valores de motilidad en presencia y ausencia de 
"'dr~í!ld el) cada eyaculado, 5C encontró que J IJ!: 0, 1 
Y 2 horas de incubdliólI, el porcentaje de espermato­
lOllÍf>,> Inúllles bajo estlmuldtiúlI JJU I LtJrcfll..J Il::-.ul ld· 
ba ser similar O significativamente superior al obser· 
vado en la allcuota no estimulada, según el eyacula-
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1: donde no se muestran borros de error, su longitud es mós corto que el largo del símbolo. 
o,b: volores con diferente letra en un eyaculado difieren signi ficativamente Ip < 0 ,05) del encontrado o 

los O h y entre sí. 

Figuro 2. Evolución de los proporciones relo,ivos (medio ± DE') de espermo'ozoides vivos (vitalidad) y mó,iles 

(mo,ilidod) observados en cinco eyaculados (916-3: . 312: " 107: 445: . 300-5: X ) incubodos o 3r C 

en BTS. 
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do, pero que a las 3 o 4 horas existla un efecto detri­
mental de dicha sustanCia en caSi todas las muestras 
(datos no mostrados). Así pues, para la sene de datos 
de motllldad, se tomaron los obtenídos en presenCia 
de cafeína a las O, 1 Y 2 horas de incubaCión, y en 
ausencia de la misma a las 3 y 4 horas, como resulta 
InCJirn 

En la fígura 2, entonces, se mues­
tra la evolución de las proporciones relativas de esperma­
tozoides vivos y espermatozoides mótiles en cada eyacu­
lado. Tanto una como otra se redujeron en todos los eya­
culados a lo largo del periodo de incubación, si bien, la 
intensidad de 105 cambiOS no ocurrió de manera acorde 
con la calidad de la muestra, como puede apreciarse en 
la figura . En los eyaculados 330 y 107, por su parte, la 
evolución de la motllldad permitió establecer diferencias 
de criorresistencia entre esas muestras y otros evaculados 
que no podian ser constatadas practicando unicamente 
el sequimiento de la Vitalidad. Uno V otro parametro, por 
tanto, contribuyen a "matIzar" la informaCión sobre CrlO· 
rresistencia que aporta el estudiO de la calidad Inmedia­
tamente después de la descongelación, pero con diferen­
te grado de preciSión. 

DISCUSiÓN 

En el presente trabalo, se aportan 
eVidenCias de que la eleCCIón de un parámetro adecua­
do de evaluaCión es Importante en el estudiO de la cah­
dad del semen Ulopreservado. Tanto la motlhdad como 
la vitalidad, cuando se evaluan Inmediatamente des­
pués de la desconqelación, Informan sobre el porcenta­
Je de espermatozoides supervivientes al proceso, pero 
la tecnica escogida para la evaluaCión de estas caracte­
ristlcas puede afectar la preciSión de los datos. En nues­
tro estudiO, por ejemplo, en muchos eyaculados, el PI 
IdentifICÓ un porcentaje de espermatozoides muertos 
Significativamente superior al que proporCionaba la 
evaluación con Hoechst 33258, y la motllldad espontá­
nea resu ltaba ser una medida menos precisa de super­
vivencia espermátICa que la motllidad baJO estlmulaClón 
por cafeína . 

Los resultados dlScrepantes de 
vitalidad sug ieren que eXisten diferenCias de capaCidad 
entre colorantes para la detección de espermatozoides 
vivos/muertos, como ya apuntaban los trabalos de 
otros autores anteriormente mencionadosl- ll, Valctucel 
et al. " consideran que el colorante que identifica mayor 
número de espermatozoides muertos resulta más sen­
Sible, pero se ha de tener en cuenta que cierta tOXici­
dad puede estar presente en muchas de estas sustan-

das', con lo que las discrepancias en los resultados 
también podrlan atribu irse a diferencias en la toxicidad 
de los colorantes. Esta posibilidad, no obstante, parece 
no ser la responsable de los hal lazgos de nuestro estu­
dio, pues la concentración de PI que utilizamos (1 
~g/ml) es claramente inferior a la empleada en los tra­
bajos anteriol'?s (11-7 ~I g/m l), (;c'n lo que el liE:sgo de 
tn')(irirl;;¡n h;;¡hrr~ rlio;;minl dnn ("nn,,¡rlpr;;¡hlpmpntp C:;in 

embargo, cabe la posibi lidad de que la coloración con 
Hoechst 33258 no haya sido lo suficientemente sensi­
ble, por considerarse que existen en ella problemas 
inherentes a la técnica, consistentes en que la mem­
brana plasmática de los espermatozoides mOribundos 
se muestra a menudo impermeable al colorante, 
haciendo que éstos sean claSificados como "esperma­
tozoides VIVOS" 17. Los datos aportados por el PI en 
nuestro trabajo, por tanto, parecen ser más fiables, y la 
evaluación con este fluorocromo resulta ser entonces 
un mejor indICador de Vitalidad . 

De las diferenCias encontradas 
entre Vitalidad y motilldad espontánea en nuestro tra­
baJO, puede dedUCirse que entre un 20% y un 50% de 
los espermatoztdes VIVOS eran Inmótiles. Esta observa­
Ción refleja que SI la motilidad espontánea es el único 
parámetro utilIZado para la evaluación de la supervi­
viencia espermática, la estimaCión de esta caracterís!l­
ca puede resultar un tanto Imprecisa. Por el contrario, 
la motilidad bajo estimulación por cafelna aporta la 
mISma preCiSión que la vltahdad en el estudiO de dICha 
característICa, pues no se encontraron diferencias sig­
nificativas entre los valores de uno V otro parámetro en 
nlnquno de los eyaculados. La cafeina y otros inhlbl­
dores de la fosfodlesterasa han demostrado ser de 
gran utlhdad para la evaluaCión de la motlhdad en 
semen congelado" . En espermatozoides que han 
experimentado un proceso de enfnamiento o ((iopre­
servaClón puede eXIStir un baJO estado metabólico" , o 
concentraciones Intracelulares de (a2+ elevadas' .11, 

Ambas Situaciones repercuten neqatlvamente en la 
motihdad"", y podrlan ser la causa de una recupera­
ción incompleta de esta funCión tras la descongela­
ción. pero rupden spr también revertidas eficazmente 
con la adiCión de cafeína a la suspensión espermátlcal2-

16. la utIlizaCIón de cafefna u otras sustanCIas estimu· 
lantes. entonces, se revela necesaria para una evalua­
ción precisa de la supervlvlencia espermática basada 
en la motllldad. 

El estudiO de la termorresisten­
cia, finalmente, revela que la ca lidad seminal evaluada 
inmediatamente despuéS de la desconqelación pro­
porciona informaCión sobre el porcentaje de esperma-
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tozOldes supervivientes al proceso de cnopreservaClón, 
pero no acerca de las pOSibilidades de supervivencia 
en el tracto qenilal lempnlnn La incubaCión J 3rc 
Imita hd~td cierto punto las condiCIones que el esper· 
matozoide encontrara en dicho tracto' , y por lo gene­
ral provoca UII deterioro progreSivo de la calidad semi­
nal l

) lIll En nuestro estudio, encontramos que las pro· 
porCiones iniCiales de vitalidad y motllldad podlan ser 
mantenidas pr~ctlCamente Sin modificaCIones durante 
1 o 2 horas, respectivamente, pero los cambios poste­
nares en estas características ocurrieron sin guardar 
relación aparente COII Id calidad iniCial del eyaculado: 
muestras con dllerenClas de calidad (9 16-3, 445, 330, 
107) exhiblan capacidades similares de resistencia, y 
eyaculados de buena calidad (3100-5) mostraban baja 
capacidad de termorresistencia. Como el deterioro de 
la motllldad resultaba ser mas pronunCiado que el de 
la vitalidad en algunos eyaculados, dicho parametro 
contribuía a establecer diferencias de termorresisten· 
cia de manera mas elicaz. La pérdida de motilidad 
durante incubación in vitro ha sido rplacionada con 
daños en la e:,lructura de la membrana plasmática J1 , 

así como con la presencia de factores inmovilizan tes 
en espermatozoides con membrana plasmáticrt intac· 
ta ". Uno y otro mecanismos podrfan estar presentes 
en nuestro estudiO, y el segundo de ellos podría expli­
car por qué la motilidad seria mas dISCrIminante que la 
vitalidad. 

En conclUSión, el estudio de la 
calidad seminal postdescongelaClón requiere utilizar 
parametros preCIsos de evaluacíón . Puede obtenerse 
Inlormación Ilable al respecto evaluando la motil idad 
espermatlca en presencia de agentes estimulantes como 
la caleina, o la Vitalidad con Iluoroeromos como el 
yoduro de propldlo, pero el seguimiento de la motilidad, 
mas que de la Vitalidad, a lo largo de un penodo de 
Incubación a 37°( durante vanas horas, aportaría un 
conocimiento mas exacto de la calidad del eyaculado 
para su utilización In VIVO . 
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