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La  inseminación  artificial  (IA)  es  la  principal  herramienta  disponible  para  realizar  la 

mejora  genética  animal.  Para  la mayoría  de  las  especies  domesticas  el método  de  IA más 

utilizado es  la aplicación de semen congelado‐descongelado por vía cervical, debido a que  la 

criopreservación del semen permite su almacenamiento a  largo plazo y facilita  la distribución 

geográfica de  las dosis seminales. Sin embargo, el ganado ovino constituye una excepción en 

este campo debido a las bajas tasas de fertilidad obtenidas con esta técnica.  

La  fertilidad  es  una  función  biológica  muy  compleja  que  depende  de  varias 

propiedades de  los espermatozoides que  son necesarias para que estos puedan  superar  las 

distintas  barreras  presentes  en  el  aparato  reproductor  femenino  y  alcanzar  el  sitio  de 

fertilización. Sólo  los espermatozoides con una morfología normal y una motilidad adecuada 

van a ser los que lleguen al punto de fecundación. La primera barrera que los espermatozoides 

se van a encontrar en su camino es el moco cervical. Éste está considerado como  la principal 

barrera  de  selección  de  espermatozoides  en muchas  especies  animales,  y  por  ello,  se  han 

desarrollado varios métodos  in vitro para estudiar  la capacidad de  los espermatozoides para 

atravesarlo. Estos métodos de análisis se denominan test de penetración en moco cervical  in 

vitro  y  han  sido  aplicados  en  varias  especies  animales  y  en  humanos.  En  la  presente  tesis 

doctoral  se propone un nuevo modelo del  test de  penetración  en moco  cervical,  ensayado 

específicamente  en  ganado  ovino,  para  estudiar  y  determinar  cuáles  son  las  características 

específicas que las células han de tener para poder superar esta barrera cervical, y evaluar su 

capacidad como predictor de la fertilidad en campo. 

El moco cervical es un fluido complejo cuyas características fisicoquímicas varían a  lo 

largo del ciclo estral de la oveja, y además cada oveja produce solamente unos pocos mililitros 

del mismo. Por estas  razones y para poder estandarizar el  test de penetración es necesario 

desarrollar un sustituto artificial del moco cervical. Uno de los sustitutos más comunes son los 

geles de poliacrilamida y por ello  lo probamos para ovino en una primera parte del estudio. 

Para  intentar  encontrar un moco  sintético que  tenga unas  características  reológicas  lo más 

similares posibles al moco natural probamos 8 concentraciones distintas de acrilamida entre el 

1 y el 2%. Además de estudiar la viscosidad de las distintas concentraciones de acrilamida para 

compararla con  la del moco natural, realizamos  también unos  test de penetración utilizando 

moco natural y sintético para comprobar el comportamiento de ambos. En este primer ensayo 

hemos contado los espermatozoides que atraviesan el moco cervical en segmentos de 0,5 cm. 

La acrilamida de 1.6 % era la que mostraba una viscosidad más similar al moco natural en los 

estudios  reológicos,  y  en  el  test  de  penetración  los  geles  de  1.55%  y  1.6%  fueron  los  que 

mostraban un número de espermatozoides que migran más  similar al moco natural. En una 

segunda fase del estudio se ha comprobado el comportamiento de estos 2 geles sintéticos y el 

moco  natural  como  barrera  para  el  test  de  penetración  frente  a  muestras  que  han  sido 

almacenadas a dos temperaturas distintas 5 y 15 °C, ya que la refrigeración del semen produce 

alteraciones en los patrones de movilidad de la muestra y queremos ver si se pueden detectar 

por medio del uso de  test de penetración  con moco  sintético.  La acrilamida 1.6% es  la que 

mostró un comportamiento más similar al moco natural y se han visto también correlaciones 

entre  el  número  de  espermatozoides  que  atraviesa  el  test  y  varios  parámetros  de  calidad 

seminal  (positiva con  la movilidad progresiva, y  la velocidad en  línea recta; y negativa con el 

porcentaje de células apoptóticas y con acrosomas dañados). 

En  este  trabajo  también  se  probaron  otros  sustitutos  del  moco  natural  como  la 

metilcelulosa que ha sido aplicada en tests de penetración para semen humano. A diferencia 

de  lo  visto  para  humanos,  la  metilcelulosa  resultó  ser  mucho  menos  permisiva  que  la 



Resumen
 

16 

acrilamida para el paso de espermatozoides ovinos. Por  lo tanto se sigue manteniendo el gel 

de poliacrilamida 1.6% como mejor alternativa sintética al moco natural ovino. 

Una  vez  definido  el moco  sintético  a  usar  procedemos  a mejorar  el  dispositivo  a 

emplear en el test de penetración para ovino. El objetivo es diseñar un sistema que permita 

aislar  para  su  estudio  la  población  celular  que  es  capaz  de  atravesar  la  barrera  de moco 

cervical en el test de penetración. Para ello se diseñó un dispositivo con 3 módulos (muestra, 

barrera de moco y unidad de recogida) y se pusieron a punto los siguientes parámetros de uso: 

longitud  de  la  barrera  de  moco  cervical,  tiempo  de  incubación  del  test,  concentración 

espermática de la muestra a analizar y posición del test durante la incubación. Una vez puesto 

a  punto  el  test  se  realizaron  unos  ensayos  usando  como muestra  de  partida  unos  pool  de 

semen de varios machos para testar la repetitividad del test, encontrando que esta es buena, 

ya que  los resultados fueron muy similares para  los diferentes ensayos realizados. Utilizando 

este dispositivo  calculamos  el número de  espermatozoides que migran  a  través del  test  en 

distintas muestras seminales y su movilidad, así como  la viabilidad, y el estatus acrosomal y 

mitocondrial  de  las  3  poblaciones  espermáticas:  muestra  fresca,  espermatozoides  que  no 

atraviesan el test y  los que  lo atraviesan. Observamos que el porcentaje de espermatozoides 

con  alto  potencial  de membrana  se  ve  reducido  en  la  población  de  espermatozoides  que 

migran a través del test. 

En los últimos años se han realizado muchos estudios sobre la morfología de la cabeza 

de  los  espermatozoides,  y  varios  autores muestran  correlaciones  entre  la morfología  de  la 

cabeza y la movilidad, el índice de fragmentación del DNA y las tasas de fertilidad obtenidas en 

campo. Por ello, hemos utilizado el dispositivo que hemos diseñado para evaluar  la  relación 

entre  la habilidad de  los espermatozoides para superar  la barrera de moco cervical en el test 

de penetración y la morfología de la cabeza de los espermatozoides que lo atraviesan. A la vez 

se analizaron  también  la movilidad,  la viabilidad y el estatus acrosomal y mitocondrial de  la 

muestra  fresca  y  de  la  población  que migra.  El  análisis  de  componentes  principales  de  los 

valores  obtenidos  para  los  distintos  parámetros  morfológicos define  tres  subpoblaciones 

celulares. Una de estas subpoblaciones, formada por espermatozoides con cabeza pequeña y 

ancha no se encuentra entre  la población de espermatozoides que migra a través del test,  lo 

que  indica que  los espermatozoides con esa morfología en  la cabeza  tienen dificultades a  la 

hora  de  atravesar  el  moco  cervical.  Este  análisis  fue  corroborado  por  un  estudio 

complementario en que  la muestra seminal es sometida a un proceso de oxidación  in vitro y 

posteriormente  se  aplica  el  test  de  progresión.  Dado  que  ha  habido  autores  que  han 

relacionado las tasas de fertilidad con la morfología de la cabeza de los espermatozoides y con 

los resultados de los test de penetración realizamos unos ensayos con el nuevo dispositivo de 

tal manera  que  cada muestra  seminal  es  testada  en  el  test,  se  estudia  la morfología  de  la 

cabeza de  los espermatozoides de  la muestra y de  los espermatozoides que pasan el  test y, 

finalmente,  se  usa  parte  de  la muestra  para  inseminar  varias  ovejas  cuyos  celos  han  sido 

sincronizados previamente. No  se observó ninguna  correlación entre  tasas de  fertilidad y el 

número de espermatozoides que migra en el test, aunque sí aparece una correlación negativa 

entre la proporción de espermatozoides con cabezas cortas y anchas en la muestra fresca y la 

fertilidad.  Todo  esto  indica  que  la  morfología  de  la  cabeza  de  los  espermatozoides  está 

asociada con su habilidad para superar la barrera de moco cervical en un test de migración, y 

que el tamaño relativo de  la subpoblación de espermatozoides que no consigue pasar el test 

esta negativamente relacionada con la fertilidad del macho. 
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Artificial Insemination (AI) is the main tool available to develop a genetic improvement 

program in animals. The method of choice for artificial insemination in most animal species is 

the application of frozen‐thawed sperm via cervix, as sperm cryopreservation allows long term 

sperm storage and facilitates the geographic distribution of the sperm doses. However, sheep 

is an exception due to the low fertility rates obtained when this methodology is applied.  

Fertility  is a very complex biological  function  that  relies on  several properties of  the 

spermatozoa  that  are  needed  for  these  cells  to  be  able  to  overcome  the  different  barriers 

present in the female reproductive tract and reach the fertilization site. Only spermatozoa with 

normal morphology and vigorous motility will succeed to reach the fecundation point. The first 

barrier that spermatozoa need to face  is the cervical mucus.  In many animal species this has 

been considered  the main  selection barrier, and  therefore different  in vitro  tests have been 

developed to study the ability of the spermatozoa to pass through  it. These types of analysis 

methodology are known as in vitro penetration tests in cervical mucus and have been used in 

different  animal  species  and humans.  In  this  study we propose  a new model of  an  in  vitro 

cervical mucus penetration  test, assessed  specifically  for  sheep,  to  study and  to  identify  the 

main spermatozoa features required to overcome the mucus barrier and evaluate  it capacity 

as field fertility predictor. 

The cervical mucus  is a complex fluid and  its physical‐chemical characteristics change 

along the sheep oestrous cycle and each ewe produces just a few millilitres of cervical mucus 

fluid.  Due  to  this,  and  to  be  able  to  standardize  the  in  vitro  penetration  test  device,  the 

development of a  cervical mucus  synthetic  surrogate  is  required. Polyacrylamide gels, being 

one of the most commonly used substances for this aim, have been evaluated as ewe cervical 

mucus  surrogate  in  the  first  part  of  the  study.  To  try  to  find  a  synthetic  surrogate  for  the 

cervical mucus which rheological characteristics are as close as possible to the natural one, we 

have  tested eight  concentrations of acrylamide between 1% and 2%. We have assessed  the 

viscosity  of  the  different  acrylamide  gels  and  compared  it  to  the  natural mucus  as well  as 

performed some  in vitro penetration tests using the synthetic and natural mucus as a barrier 

to  see which ones had  the most  similar behaviour.  In  this  first  assay we have  counted  the 

number of spermatozoa that overcomes the mucus barrier at each 0.5 cm fragment of mucus. 

Acrylamide at 1.6% exhibited more  similar viscosity parameters  to  the natural mucus at  the 

rheological studies, and at the in vitro penetration test the 1.55% and 1.6% gels had the closest 

number  of  migrating  spermatozoa  to  the  natural  mucus.  On  the  second  stage  of  the 

experiment, we applied fresh semen samples and semen stored at 15 °C and 5 °C to an in vitro 

penetration  test with  natural mucus  and  acrylamide  1.6%  and  1.55%  as  the mucus barrier. 

Sperm refrigeration  leads to alterations  in the motility parameters of the semen sample and 

we wanted to assess if those alterations can be detected by using an in vitro penetration test. 

We observed that acrylamide at 1.6% produced more similar cell counts to the natural mucus, 

and we  found  significant  correlations  between  the  number  of migrating  spermatozoa  and 

several sperm quality parameters (positive: progressive motility and velocity according to the 

straight path; negative: damaged acrosomes and apoptotic cells).  

In this study we have also tried other cervical mucus surrogates like methylcellulose, as 

it has been previously used in human in vitro penetration tests. Opposite to what happens for 

humans,  we  have  seen  methylcellulose  is  less  permissive  than  acrylamide  for  ram 

spermatozoa. Hence we selected 1.6% polyacrylamide gels as the best synthetic surrogate for 

ewe cervical mucus.  
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Once  the  synthetic ewe  cervical mucus was obtained we proceeded  to  improve  the 

device used for in vitro penetration test in sheep. The goal was to design a device that allowed 

the  isolation of the population that passed through the mucus barrier  in the  in vitro test. We 

designed  a  device  with  3 modules  (sample  unit,  test  unit  and  collection  unit)  and  set  its 

conditions of use: length of mucus, incubation time, sperm concentration and device position 

during  incubation. When  the  device  and method were  set, we  performed  several  in  vitro 

penetration  tests  using  ram  sperm  pools  and  we  obtained  similar  sperm  counts  for  the 

consecutive assays indicating an acceptable repeatability of the method. Using this device we 

ran some  tests  to determine  the number of spermatozoa migrating, and  the sperm motility, 

viability and  the acrosomal and mitochondrial  status of  three  sperm populations:  fresh, not 

migrating and migrating spermatozoa. We observed that the percentage of high mitochondrial 

membrane  potential  spermatozoa was  significantly  reduced  in  the  population  of migrating 

spermatozoa.  

The  head morphology  of  sperm  has  been widely  studied  in  the  last  few  years,  and 

there  are  various  studies  that  have  reported  correlations  between  head  morphology  and 

motility, fertility rates and DNA fragmentation index of the sperm sample. Therefore, we have 

used  our  device  to  evaluate  the  relationship  between  the  ability  of  ram  spermatozoa  to 

overcome  the mucus  barrier  in  an  in  vitro migration  test  and  sperm  head morphology  of 

migrating  spermatozoa. While  performing  the  in  vitro  penetration  test we  assessed  sperm 

motility and  the acrosomal status, viability and mitochondrial status of the  fresh sample and 

the migrating population of cells. Principal component analysis and clustering analysis of the 

values for the morphometric parameters assessed defined three cell subpopulations within the 

fresh  sample. One of  these  subpopulations, defined by  spermatozoa with  a  short  and wide 

head was not found in the migrating spermatozoa population, indicating that the spermatozoa 

that contain this head morphology failed to pass through the mucus barrier. We performed a 

complementary study using seminal samples subjected to an in vitro oxidizing process in the in 

vitro penetration test and we found the same results as we mentioned before.  

There have been  some authors  that have  found a correlation between  fertility  rates 

and spermatozoa head morphology parameters, or fertility rates and in vitro penetration test 

results. For that reason, we used our new in vitro test to analyse if we could replicate the same 

results. We carried out the  in vitro penetration test on seminal samples from different rams, 

analysed the head morphology parameters for the different samples and used the remaining 

amount to inseminate several ewes with synchronized oestrus. We did not find any correlation 

between  fertility and  the number of spermatozoa that migrated  in the  in vitro test, whereas 

there was  a  negative  correlation between  the proportion of  spermatozoa with  a  short  and 

wide  head  in  the  fresh  sperm  sample  and  fertility  rate.  We  concluded  that  the  head 

morphology of spermatozoa was associated with their ability to overcome a mucus barrier in a 

migration test, and the relative size of the non‐migrating subpopulation was negatively related 

to male fertility. 
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1. La inseminación artificial ovina 

La  inseminación  artificial  (IA)  es  la  principal  herramienta  disponible  para  realizar  la 

mejora genética animal y conseguir así un  incremento de  la rentabilidad de  las explotaciones 

ganaderas. Para  la mayoría de  las especies domesticas el método de  IA más extendido es  la 

aplicación de semen congelado‐descongelado por vía cervical, ya que  la criopreservación del 

semen permite su almacenamiento a  largo plazo y una amplia distribución geográfica de  las 

dosis seminales.  

El ganado ovino constituye una excepción en este campo debido a  las bajas tasas de 

fertilidad obtenidas con esta técnica, siendo la aplicación de semen fresco o refrigerado (15 °C) 

mantenido  in  vitro  durante  cortos  periodos  de  tiempo  y mediante  inseminación  cervical  la 

metodología más extendida en el mundo (Alvarez et al. 1998). Esto se debe a  la complejidad 

anatómica  del  cérvix  que  con  sus  anillos  excéntricos  impide  una  inseminación  intrauterina 

rutinaria, y a la incapacidad del semen para atravesar o colonizar este segmento genital (Ayad 

et al. 2004). En caso de querer utilizar semen ovino congelado‐descongelado  la aplicación ha 

de  hacerse  por  vía  laparoscópica  ya  que  permite  salvar  la  barrera  cervical  para  poder 

mantener así unas tasas de fertilidad aceptables (Maxwell and Salamon 1993, Anel et al. 2003, 

Anel et al. 2005). No obstante, esta última solución cuenta con el aspecto negativo del elevado 

coste que presenta y la especialización tecnológica que exige, lo que hace que sólo pueda ser 

considerado de interés en casos especiales, como animales de alto valor genético o de razas en 

peligro de extinción. Para intentar salvar estos inconvenientes también se ha estudiado como 

alternativa  la  inseminación  por  vía  transcervical,  pero  los  datos  publicados  hasta  la  fecha 

describen  resultados de  fertilidad muy dispares  (Eppleston et al. 1994). Se  cree que esto  se 

debe  a  que  el  depósito  transcervical  de  semen  activa  mecanismos  relacionados  con  las 

defensas  inmunitarias  en  el  útero  y  desencadena  un  aumento  de  leucocitos  en  el  lumen 

uterino  que  no  se  produce  cuando  lo  que  se  deposita  es  el  diluyente  sin  células  (Wulster‐

Radcliff et al. 2004).  

Todo esto  indica que  se necesita  conocer  las  razones que explican  la baja  fertilidad 

alcanzada  después de  aplicar  semen  congelado/descongelado  por  vía  cervical  en  el  ganado 

ovino para poder desarrollar un procedimiento de IA que tenga un coste adecuado y produzca 

un rendimiento aceptable de partos (Anel et al. 2006). 

2. Transporte espermático 

El transporte del semen a lo largo del tracto reproductivo de la hembra está regulado 

de tal manera que permita maximizar las opciones de fertilización y para asegurar que sólo los 

espermatozoides con una morfología normal y una motilidad adecuada sean los que lleguen al 

punto de fecundación (Suarez et al. 2006).  

El término transporte espermático engloba dos componentes principales:  la actividad 

de los conductos femeninos (contracción muscular, corrientes de fluidos, movimiento ciliar...) 

y  el  movimiento  intrínseco  de  los  espermatozoides.  Olds‐Clarke  (1986)  demostró  que  el 

transporte  espermático  es  dependiente  de  la motilidad  espermática  en  algunos  puntos  del 

proceso y que éste está afectado por  la actividad muscular de  los diferentes  segmentos del 

tracto reproductivo, así como por el microambiente definido por los diferentes fluidos que allí 

se  encuentran.  Además  se  ha  visto  que  en  su  camino  a  través  de  las  vías  genitales  de  la 

hembra  los  espermatozoides  deben  superar  diferentes  barreras  fisiológicas  y  anatómicas 

presentes, lo que lleva a una reducción notable del número de espermatozoides que van a  ser 
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capaces de alcanzar el punto de  fecundación. Hawk  (1983) observó que  tras depositar 500 x 

106 espermatozoides en el orificio cervical externo en varias ovejas sólo recuperaba el 3% del 

total de estas células en el conjunto del tracto reproductivo, y esta cifra se reducía al 0.25% a 

las 12‐24 horas después de la inseminación.  

Algunos autores han  recuperado espermatozoides que han alcanzado  la  región de  la 

ampolla  minutos  después  de  la  inseminación  (Settlage  et  al.  1973,  Hawk  1983)  lo  que 

demuestra la existencia de un transporte rápido de espermatozoides a través del tracto genital 

femenino. Sin embargo, cuando Overstreet and Cooper  (1978) recuperaron en conejos estos 

espermatozoides que llegaban a la ampolla observaron que la mayoría estaban dañados y eran 

inmóviles. Por ello, propusieron que las olas de contracciones estimuladas tras la inseminación 

transportaban  rápidamente algunos espermatozoides al  sitio de  fertilización, pero que estos 

estaban  mortalmente  dañados,  no  podían  fertilizar  y,  en  un  momento  posterior,  los 

espermatozoides  motiles  pasarían  gradualmente  por  el  tracto  femenino  hasta  la  unión 

uterotubal, donde se formaría un reservorio de espermatozoides con capacidad de fertilizar.  

Todo esto pone de manifiesto el  importante papel que  juegan  las barreras del tracto 

genital femenino durante  la fecundación y es  la razón por  la que se han realizado diferentes 

estudios in vivo para intentar determinar cuáles son los factores que afectan a la migración, el 

almacenamiento y  la supervivencia espermática de  los espermatozoides en  las vías genitales 

de la hembra.  

2.1. Cérvix y moco cervical 

El cérvix y su moco son la primera barrera que los espermatozoides se van a encontrar 

en  su  camino hacia  el oviducto. Hawk  (1983) observó que  si  se utilizaban  espermatozoides 

muertos en el proceso de  inseminación solamente un pequeño número de ellos alcanzaba el 

lumen  cervical  y  ninguno  entraba  en  los  pliegues  cervicales  perdiéndose  la mayoría  de  las 

células por reflujo hacia el exterior.  

El cérvix juega un papel muy importante en el tracto genital de la hembra previniendo 

el ascenso de patógenos de la vagina hacia el útero y permitiendo el ascenso del semen a los 

tubos de Falopio (Martyn et al. 2014). Presenta numerosos pliegues y criptas y el  lumen está 

lleno de moco cervical. Este moco cervical está compuesto de agua (90‐95%),  iones, enzimas, 

proteínas  bactericidas,  proteínas  plasmáticas  y  mucinas,  que  son  proteínas  glicosiladas 

responsables de dar la consistencia de gel del moco (Martyn et al. 2014). El moco cervical va a 

evitar  que  los  espermatozoides  que  no  presentan  una  morfología  y  movimiento  óptimos 

atraviesen  el  cérvix  (Suarez  et  al.  2006).  Las  propiedades  físicoquímicas  del moco  cervical 

varían según la etapa del ciclo menstrual/estral (Martyn et al. 2014), y esto va a jugar un papel 

clave en el movimiento de los espermatozoides a lo largo del cérvix y en el establecimiento de 

la población espermática en sus pliegues y criptas. El comienzo del  intervalo de  fertilidad se 

corresponde con un aumento en los niveles de estrógenos previos a la ovulación y se produce 

una  secreción de un moco  cervical más  acuoso  (Flynn  and  Lynch 1976, Adamapoulus  et  al. 

2000,  Bigelow  et  al.  2004,  Martyn  et  al.  2014)  el  cual  facilita  la  migración    de  los 

espermatozoides  hacia  el  útero  (Bigelow  et  al.  2004).  Tras  la  ovulación,  cuando  bajo  la 

influencia del cuerpo lúteo el ovario comienza a segregar progesterona, se reduce la cantidad 

de moco cervical que es secretado y éste se vuelve más espeso y pegajoso bloqueando así  la 

migración espermática (Ulcova‐Gallova 2010).   
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Además de que  las propiedades  fisicoquímicas del moco  sean  favorables para poder 

pasar  a  través  de  la  barrera  del  cérvix,  los  espermatozoides  deben  tener  una  movilidad 

vigorosa y una morfología normal para poder entrar en los pliegues cervicales y en las criptas 

del cérvix durante las primeras horas después de la inseminación, y desde allí poder participar 

en la etapa prolongada del transporte espermático (Katz et al. 1997).  

2.2. Útero 

Una  vez  atravesado  el  cérvix  los  espermatozoides  alcanzan  el  útero.  El  transporte 

espermático en este  tramo está ayudado por contracciones del miometrio. La  realización de 

ultrasonografías en úteros humanos ha revelado la presencia de unas olas de contracciones en 

dirección craneal del musculo liso uterino que aumentan de intensidad durante la fase folicular 

tardía (Lyons et al. 1991, Kunz et al. 1996). Las contracciones uterinas que se observan en las 

mujeres durante el periodo preovulatorio están limitadas a la capa de miometrio justo debajo 

del endometrio, mientras que  las contracciones que tienen  lugar durante  la menstruación se 

producen  en  todas  las  capas  del  miometrio  (Lyons  et  al.  1991).  Hawk  (1983)  realizó 

electromiografías en vacas y ovejas y observó que había una gran actividad contráctil durante 

el estro, mientras que durante la fase luteal estas contracciones eran más débiles y localizadas. 

Además de depender de  la fase del ciclo menstrual/estral,  los patrones de contracción de  los 

cuernos uterinos presentan diferencias significativas entre ratas que no se habían apareado y 

las que sí (Crane and Marti, 1991). Estos autores vieron que cuando el apareamiento era con 

una macho vasectomizado  la  incidencia de  contracciones uterinas  fuertes descendía,  lo que 

parece  indicar  que  el  plasma  seminal  puede  tener  un  efecto  estimulador  sobre  estas 

contracciones uterinas. 

2.3. Unión uterotubal y oviducto 

Después  del  útero  los  espermatozoides  tienen  que  atravesar  la  unión  uterotubal  y 

continuar por el oviducto. En esta zona el transporte es un proceso más complejo y depende 

de  la motilidad espermática, el batir de  cilios de  las  células de  la mucosa,  las  corrientes de 

fluido luminal y las contracciones musculares.  

La unión uterotubal presenta barreras anatómicas, fisiológicas y mucosas para el paso 

de  los espermatozoides en  la mayoría de  los mamíferos ya que el  lumen es muy  tortuoso y 

estrecho (Suarez 1987, Suarez 1997). En el lumen de la unión uterotubal hay muchos pliegues 

grandes  y  pequeños  en  la  mucosa  que  parecen  estar  diseñados  para  atrapar  los 

espermatozoides  y  evitar  su  ascenso  por  el  oviducto  (Suarez  2006).  Cuando  los 

espermatozoides pasan la unión uterotubal y entran en el itsmo son atrapados y conforman un 

reservorio  celular  (Overstreet  et  al.  1978,  Hunter  et  al.  1983,  Suarez  et  al.  1987).  En  este 

proceso  de  formación  del  reservorio  también  están  involucradas  varias  proteínas  de  la 

membrana plasmática del espermatozoide que van a unirse a distintos ligandos en la mucosa y 

permanecer ahí atrapados; sólo las células que presenten estas proteínas superarán la barrera 

uterotubal  (Suarez  2008).  El  que  los  espermatozoides  sean  atrapados  y  almacenados  en  el 

segmento  inicial  del  tubo  puede  que  sirva  para  prevenir  una  fertilización  polispérmica  al  ir 

liberando  solamente  un  pequeño  número  de  células  hacia  el  sitio  de  fertilización  en  cada 

momento (Suarez 2006). 

Los  espermatozoides  sufren  dos  cambios  importantes  en  su  preparación  para  la 

fertilización: capacitación e hiperactivación. El proceso de capacitación conlleva cambios en la 

membrana plasmática, incluyendo movimiento de proteínas y colesterol, lo que prepara a los 



Introducción 
 

26 

espermatozoides para sufrir  la reacción acrosomal y fertilizar  los oocitos (De  Jonge 2005). La 

pérdida  o  modificación  de  proteínas  en  la  membrana  plasmática  de  los  espermatozoides 

podría reducir su afinidad con  la mucosa del  itsmo y facilitar su salida del reservorio hacia el 

punto de fertilidad. La hiperactivación, por otro lado, es un cambio en la batida del flagelo que 

normalmente conlleva un aumento de la amplitud de curvatura flagelar. Esto podría provocar 

la fuerza necesaria para superar la fuerza de atracción entre el espermatozoide y el epitelio en 

el  itsmo  (Ho  and  Suarez  2001).  Puede  que  el  epitelio  del  itsmo  también  haga  que  los 

espermatozoides activen los procesos de capacitación e hiperactivación al liberar factores que 

alteren  los espermatozoides bajo control hormonal desde el ovario. La hiperactivación de  los 

espermatozoides, aparte de tener un papel en la liberación de la célula del epitelio del itsmo, 

aumenta  la habilidad de  los espermatozoides de nadar a  través de  sustancias  viscoelásticas 

como el mucus del  lumen uterotubal y  la matriz extracelular del cumulus ooforus y ayuda al 

espermatozoide a penetrar la zona pelúcida (Suarez 2006). 

Una  vez que  los  espermatozoides  son  liberados del  reservorio del  itsmo  tienen  aún 

que travesar una larga distancia hasta el punto de fertilización. Durante los últimos años se ha 

debatido  bastante  sobre  la  posible  existencia  de  un  sistema  que  guíe  los  espermatozoides 

hacia  el  oocito.  Hay  autores  que  demuestran  la  existencia  un  tres modelos  de  guía,  uno 

termotáxico,  uno  de  reotaxis  y  otro  quimiotáxico  (Cerezales  et  al.  2015).  El  modelo 

termotáxico  se basa en  la diferencia  térmica de 2  °C observada entre el  itsmo y  la ampolla, 

siendo más alta  la  temperatura en  la ampolla; en un estudio en conejos  se observó que  los 

espermatozoides  capacitados  tendían  a  nadar  hacia  zona más  caliente  (Bahat  et  al.,  2003). 

Otros estudios han encontrado  indicios similares en varias especies diferentes (cerdo: Hunter 

et al., 1986; humanos: Boryshpolets et al., 2015) lo que sugiere que sea común en mamíferos. 

Miki and Clampham (2013) demuestraron también la existencia de un factor reotáxico que es 

capaz de guiar espermatozoides capacitados y no capacitados a través del tracto de la hembra 

tanto  en  ratones  como  en  humanos,  y  por  ello  defienden  que  es  el  factor  táxico  más 

importante  en mamíferos.  En  el  tercer modelo,  los  agentes  quimiotáxicos  que  sólo  tienen 

efecto a distancias muy cortas atraerían al espermatozoide hacia el ovocito en el entorno de la 

ampolla.  Hay  varios  autores  que  han  apuntado  a  un  gradiente  de  progesterona  en 

concentraciones muy  bajas  como  agente  quimiotáxico  liberado  por  el  oocito  (Armon  et  al. 

2011,  Gatica  et  al.  2013).  Además  se  ha  observado  que  el  proceso  de  hiperactivación  es 

reversible,  pueden  alternar  entre  una  batida  flagelar  simétrica  a  la  asimétrica  propia  de  la 

hiperactivación,  siendo  este  proceso  dependiente  dela  presencia  de  agentes  quimiotáxicos 

(Suarez 1987, Suarez 2006). 

2.4. Transporte espermático ovino 

En la oveja, durante el coito natural el semen es depositado en el fondo de la vagina y 

los  espermatozoides  son  transportados  hacia  los  oviductos  en  dos  fases:  una  rápida  poco 

significativa (2 horas) que afecta a un número reducido de espermatozoides, y otra  lenta (24 

horas o más) que asegura un número adecuado de espermatozoides en el oviducto para  la 

fecundación.  Este  hecho  se  ha  comprobado  experimentalmente  y  se  ha  observado  que  el 

número  total  de  espermatozoides  en  el  cérvix  es  máximo  a  las  2  horas  después  de  la 

inseminación y que este número se reduce significativamente 24 horas después (Hawk, 1983). 

Durante  ese  tiempo  el  número  de  espermatozoides  presentes  en  útero  y  oviducto  va 

incrementándose  gradualmente,  lo  que  indica  que  hay  un  movimiento  continuo  de 

espermatozoides desde el cérvix (Hunter & Nichol, 1993).  
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El cérvix de la oveja tiene una estructura anatómica muy complicada con una serie de 

anillos excéntricos cuya  longitud y complejidad varía entre  razas y con  la edad de  las ovejas 

(Kaabi et al. 2006). Esta elevada complejidad del cérvix es uno de  los factores fundamentales 

implicados en  las bajas tasas de fertilidad obtenidas cuando se realiza  la  IA utilizando semen 

congelado‐descongelado. Mburu  et  al.  (1997)  observaron  que  el  semen  descongelado  era 

menos capaz de penetrar en  las criptas y pliegues del cérvix y de  interactuar adecuadamente 

con el epitelio oviductal que el semen fresco, y postularon que podía deberse a la presencia de 

daños en  la membrana plasmática de  los espermatozoides producidos durante el proceso de 

congelación.  Además  si  el  semen  congelado‐descongelado  es  aplicado  por  vía  intrauterina, 

saltando  la  barrera  cervical  y  localizando  el  semen  directamente  en  el  útero,  las  tasas  de 

fertilidad  se  recuperan  hasta  valores  del  50‐70%,  lo  que  indica  que  el  cérvix  es  un  gran 

obstáculo en su progreso hacia la ampolla (Maxwell and Salamon 1993, Salamon and Maxwell 

2000). Druart et al. (2009) han observado el paso de los espermatozoides ovinos a lo largo del 

tracto  genital  de  la  hembra  in  vivo  utilizando  un  sistema  de  microscopía  confocal.  Estos 

autores observaron que el número de espermatozoides que alcanzan el útero 4 horas después 

de la inseminación era mucho menor para los espermatozoides almacenados durante 24 h en 

medio  líquido  que  para  la muestra  fresca.  También  observaron  que  cuando  el  semen  era 

depositado  en  la  parte  inferior  del  cuerno  uterino  por  vía  laparoscópica,  la  proporción  de 

espermatozoides que alcanzaban el oviducto y la movilidad in situ de los espermatozoides era 

muy  inferior para  la muestra almacenada durante 24h en medio  líquido que para  la muestra 

fresca. Esta reducción de la fertilidad tras el almacenamiento líquido del semen puede deberse 

a que las células no son capaces de completar la migración a través del tracto genital o a que 

les requiera más tiempo alcanzar el oviducto cuando se aproxima el momento de ovulación en 

hembras con ciclos sincronizados (Druart 2012). Durante el estro natural el cérvix presenta una 

configuración  específica  que  facilita  el  transporte  espermático  y  el  moco  cervical  es  más 

acuoso lo que favorece el paso de los espermatozoides a través y, por tanto, permite obtener 

buenas tasas de fertilidad. Sin embargo, se ha visto que el moco cervical durante el estro en 

ovejas  con  ovulación  inducida  es más  impermeable  al  paso  de  los  espermatozoides  lo  que 

sugiere que la administración de progesterona o prostaglandinas provocan una inhibición de la 

función normal del cérvix (Cavaco‐Goncalves et al. 2006).  

Otra  barrera  importante  para  los  espermatozoides  ovinos  es  la  unión  uterotubal. 

Druart  et  al.  (2009)  vieron  que  la  concentración  de  espermatozoides  en  el  oviducto  era 

claramente muy  inferior  a  la  presente  en  la  unión  uterotubal  lo  que  prueba  su  rol  como 

barrera. También observaron que las contracciones en la unión uterotubal eran mucho menos 

frecuentes que en el útero y que los espermatozoides que allí se encontraban presentaban una 

movilidad  con  trayectorias  lineales  con  unos  patrones  de  movilidad  muy  similares  a  los 

observados in vitro.  

De  los  espermatozoides  que  alcanzan  el  istmo  en  el  oviducto  de  la  oveja  sólo  una 

pequeña fracción es capaz de adherirse al epitelio oviductal y de este modo prolongar su vida 

útil  retrasando  el  proceso  de  capacitación  hasta  que  señales  específicas  preovulatorias 

induzcan  la  liberación  espermática.  Se  han  propuesto  varios mecanismos  para  explicar  la 

acumulación  de  espermatozoides  en  el  istmo:  la  inhibición  de  la motilidad  espermática,  la 

obstrucción  de  las  vías  por  el moco,  la  adhesión  de  los  espermatozoides  a  la mucosa  y  la 

barrera  que  representan  los  complejos  pliegues  epiteliales  (Mburu  et  al,  1997).  Este 

mecanismo de adhesión además de constituir la base para la formación de una reserva activa 

de  espermatozoides  representa  un  proceso  de  selección  muy  especializado,  dado  que 

solamente  actúa  sobre  células  de  alta  calidad.  Las  características  particulares  que  debe 
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presentar  el  espermatozoide  para  fijarse  al  epitelio  son:  acrosoma  intacto,  estatus  de  no 

capacitación,  bajo  contenido  en  Ca2+  intracelular  y  una  reducida  fosforilación  de  proteínas 

quinasa presentes en la membrana plasmática (Gualtieri et al, 2005).  

El proceso de refrigeración y el de congelación‐descongelación del semen  incrementa 

la proporción de espermatozoides capacitados antes de la inseminación cervical, lo cual reduce 

la  viabilidad  del  espermatozoide  en  el  tracto  reproductor  de  la  oveja  (Maxwell  y Watson, 

1996). Comparado con el semen fresco, solamente una proporción relativamente pequeña de 

los  espermatozoides  refrigerados  y  depositados  en  el  orificio  cervical  externo  durante  la 

inseminación de la oveja, es capaz de ascender hasta el lugar de la fecundación. Esto es debido 

a  que  los  espermatozoides  se  ven  afectados  funcionalmente  durante  la  refrigeración  y 

congelación‐descongelación, y que estas lesiones les impiden avanzar por las vías genitales o el 

avance es tan lento que reduce su supervivencia en el tracto genital femenino. 

3. Evaluación de la calidad seminal 

En el ganado ovino se considera que un eyaculado tiene calidad suficiente como para 

ser  utilizado  para  IA  si  cumple  las  siguientes  caracteristicas:  color  blanquecino  normal, 

volumen  mayor  que  0,5  mL,  motilidad  masal  mayor  que  4  (se  determina  utilizando  un 

microscopio a 40X, con una platina calefactable a 37 °C, y se asigna un valor de 0 si la muestra 

no se mueve, hasta 5 si se mueve vigorosamente) y una concentración espermática mayor de 

3000  x  106  espermatozoides/mL.  En  el  caso del  semen  fresco  estas pruebas  son  suficientes 

para estimar  la obtención de un buen resultado de fertilidad en campo. En el caso del semen 

humano  es más  complejo  y  existe  un manual  que  describe  todas  las  técnicas  que  deben 

realizarse para analizar la muestra seminal así como los valores que definen para cada prueba 

la calidad seminal (WHO, 2010). 

Tras  refrigerar o descongelar  las muestras de ovino  los parámetros que  se estudian 

rutinariamente son:  la movilidad (se suelen emplear sistemas de análisis computarizados que 

permiten un estudio más objetivo de los distintos parámetros de movilidad de la muestra), la 

viabilidad y  la concentración celular. Sin embargo, estos parámetros no  son  suficientes para 

poder predecir  los  resultados de  fertilidad que  se obtengan  tras  la  IA por vía  cervical. En el 

caso  del  ganado  ovino,  las  tasas  de  fertilidad  que  se  obtienen  inseminado  con  semen 

congelado‐descongelado son muy bajas aunque se utilicen muestras que hayan obtenido muy 

buenos valores de movilidad y viabilidad (Alvarez et al. 1998). 

En la presente tesis doctoral proponemos la optimización para semen ovino de una de 

las técnicas de valoración seminal que forman parte de la batería de pruebas aprobada por la 

OMS para humanos (WHO, 2010) para intentar aproximar los datos de calidad in vitro con las 

tasas de fertilidad in vivo. 

3.1. Test de penetración en moco cervical 

Debido a que el moco cervical está considerado como la principal barrera de selección 

de espermatozoides en muchas especies animales, se han desarrollado varios métodos in vitro 

para  estudiar  la  capacidad  de  los  espermatozoides  para  atravesarlo  y  predecir  la  fertilidad 

(Galli et al. 1991, Berberoglugil et al. 1993, Sharara et al. 1995, Anilkumar et al. 2001, Hirano et 

al.  2001, Ola  et  al.  2003,  Aitken  et  al.  2006, Gillan  et  al.  2008,  Robayo  et  al.  2008).  Estos 

métodos de análisis denominados tests de penetración en moco cervical, han sido aplicadas en 
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varias especies animales y han sido aceptados también por la Organización Mundial de la Salud 

como método de análisis de semen humano (WHO, 2010).  

El moco cervical es un fluido complejo cuyas características fisicoquímicas varían a  lo 

largo del ciclo estral  (Katz et al. 1997). Por esta razón y debido a que no se pueden obtener 

elevados  volúmenes  de  moco  cervical  natural  de  cada  animal  y  que  las  características 

fisicoquímicas del mismo varían mucho entre hembras ha sido necesario desarrollar sustitutos 

artificiales del moco,  como por  ejemplo  geles de poliacrilamida  (Lorton  et al. 1981,  Eggert‐

Kruse et al. 1996, Anilkumar et al. 2001, Tas et al. 2007a, Tas et al. 2007b), metilcelulosa (Ivic 

et al. 2002) o ácido hialurónico  (Aitken et al. 1992), y poder definir un medio que  facilite  la 

estandarización de los test de penetración.  

En  un  principio  los  test  de  penetración  en  moco  cervical  se  basaban  en  la 

determinación  de  la  distancia  recorrida  por  el  espermatozoide  de  vanguardia  (el 

espermatozoide que recorría más espacio en el tiempo dado) en un capilar (Keel and Webster 

1988, Mole and Fitzgerald 1990, Murase and Braun 1990, Galli et al. 1991, Verberckmoes et al. 

2002, Cox  et al. 2006, Robayo  et al. 2008).  Luego  se desarrollaron otras estrategias que  se 

basaron  en  el  contaje  del  número  total  de  espermatozoides  que  alcanzan  una  distancia 

determinada  en  un  tiempo  concreto  utilizando  capilares  planos  o  pajuelas  transparentes 

(Suttiyotin et al. 1992, Aitken et al. 1992, Clarke et al. 1998, Tang et al. 1999, Hamano et al. 

2001, Ivic et al. 2002, Tas et al. 2007a, 2007b, Gillan et al. 2008, Al Naib et al. 2011). Tas et al. 

(2007a,  2007b)  desarrollaron  otro  sistema  que  facilita  el  contaje  de  espermatozoides: 

utilizaban  pajuelas  de  plástico  transparentes  y  descargan  el  contenido  de  un  segmento 

determinado de la pajuela en un portaobjetos para facilitar el contaje bajo el microscopio. En 

estos ensayos se observó una fuerte correlación positiva entre el número de espermatozoides 

de toro que alcanzaba una distancia predeterminada y la tasa de no retorno a 60‐90 días.  

Hay  autores  que  han  encontrado  correlaciones  entre  los  resultados  obtenidos  con 

algunos tipos de test de penetración y algunos parámetros de calidad seminal de  la muestra 

original (Keel and Webster 1988, Galli et al. 1991, Aitken et al. 1992, Eggert‐Kruse et al. 1996, 

Anilkumar et al. 2001, Ivic et al. 2002, Cox et al. 2006, Tas et al. 2007a, Tas et al. 2007b, Gillan 

et  al.  2008,  Robayo  et  al.  2008).  También  se  ha  observado  que  los  resultados  del  test  de 

penetración están correlacionados con la fertilidad en varias especies animales (Murase et al. 

1990, Suttiyotin et al. 1992, Hamano et al. 2001, Aitken et al. 2006, Tas et al. 2007a, Tas et al. 

2007b, Bacinoglu et al. 2008, Gillan et al. 2008, Al Naib et al. 2011), aunque otros autores han 

sugerido que esta relación no existe (Galli et al. 1991, Murase et al. 2001, Verberckmoes et al. 

2002).  Ola  et  al.  (2003)  hicieron  una  revisión  sobre  la  precisión  de  los  diferentes  test  de 

penetración en moco cervical como método para predecir  la tasa de  fertilidad. Demostraron 

que  los  test basados en  la determinación de  la distancia recorrida por el espermatozoide de 

vanguardia  son  menos  precisos  que  los  que  se  basan  en  el  contaje  del  número  de 

espermatozoides que recorre una distancia determinada en la barrera de moco cervical. 

En  la oveja se han realizado pocos estudios que relacionen  los resultados del test de 

penetración en moco cervical y  la calidad  seminal de  los eyaculados. Suttiyotin et al.  (1992) 

observaron que  la distancia  recorrida por el espermatozoide de vanguardia en una  solución 

Tris‐Glucosa estaba  relacionada con  la  tasa de no‐retorno a 48 días y  la de concepción a 60 

días. Robayo et al.  (2008) estudiaron  la relación ente el resultado del test de penetración en 

moco  cervical  en  rumiantes,  basándose  en  la  medida  de  la  distancia  recorrida  por  el 

espermatozoide de vanguardia, y  los patrones de movilidad observados mediante un sistema 

computarizado de análisis de semen (CASA). Observaron que  los únicos parámetros cinéticos 
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que  se  correlacionaban positivamente  con el  test de penetración eran  la velocidad en  línea 

recta y  la velocidad media. O’Hara et al.  (2010) utilizaron un sistema de  test de penetración 

mejorado para determinar la habilidad de los espermatozoides ovinos de atravesar la barrera 

de moco cervical. Utilizaron capilares planos para realizar el test sobre muestras de semen que 

habían sido previamente teñidas con Hoechst 33342 facilitando de esta manera su visibilidad 

durante el  contaje. Determinaron que  la habilidad del  semen ovino  fresco para atravesar el 

moco  cervical  artificial  está  influida  por  los  diluyentes  empleados  y  el  tiempo  de 

almacenamiento de la muestra previo al desarrollo del test. 

Hasta  la  fecha  los  test  de  penetración  sólo  se  han  empleado  para  determinar  la 

distancia recorrida por el espermatozoide de vanguardia o para realizar el contaje del número 

de espermatozoides que atraviesan una distancia concreta en un tiempo determinado y ver si 

ese valor guarda relación con alguno de los parámetros de calidad seminal o con la fertilidad. 

Sin embargo podría ser interesante intentar recuperar estos espermatozoides que son capaces 

de  atravesar  la  barrera  de  moco  cervical  ya  que  su  estudio  podría  revelar  o  dar  más 

información sobre cuáles son las características que estas células deben presentar para poder 

progresar  a  través  del  cérvix.  Hasta  la  fecha  se  sabe  que  el  moco  cervical  filtra  los 

espermatozoides  que  presentan  una motilidad  adecuada  (Suarez  et  al.  2006)  pero  dado  el 

bajísimo  número  de  espermatozoides  que  consigue  atravesar  esta  barrera  (Hawk  1983) 

probablemente haya más factores involucrados.  

3.2. Análisis de la morfometría de la cabeza de los espermatozoides 

El  semen  está  constituido  por  una  población  de  espermatozoides  compleja  y 

determinados  estudios  realizados  sobre  la  morfología  de  la  cabeza  de  estas  células  han 

revelado  que  dentro  de  esta  población  se  pueden  definir  distintos  subpoblaciones  de 

espermatozoides (Thurston et al. 2001). Estos estudios de  la morfometría de  la cabeza de  los 

espermatozoides se basan en  la medida de diferentes parámetros básicos de  la cabeza área 

(A), longitud (L), perímetro (P) y anchura (W) de al menos 200 células en la muestra seminal a 

evaluar. A partir de estos  factores básicos se pueden calcular otros  factores derivados como 

son  la elongación  ((L‐W)/(L+W)), elipticidad (L/W), regularidad  (π x LW/4A) y rugosidad (4π x 

A/P2). Según  los valores obtenidos para  los distintos  factores se pueden determinar distintas 

subpoblaciones de espermatozoides y calcular la proporción de cada una de ellas dentro de la 

muestra  seminal.  La  proporción  de  espermatozoides  de  cada  subpoblación  presentes  en  la 

muestra de semen varía significativamente entre machos, y la abundancia de algunos de estos 

subtipos se ha correlacionado con la calidad de la muestra seminal.  

La  morfometría  de  la  cabeza  de  los  espermatozoides  se  ha  estudiado  como 

biomarcador  de  fertilidad  en  diversas  especies  animales  incluyendo  humanos  (Kruger  et  al. 

1993), cerdos (Hirai et al. 2001), caballos (Casey et al. 1997), cabras (Hidalgo et al. 2007), toros 

(Salier et al. 1996) y ovejas  (de Paz et al. 2011). Además, algunos autores  la han relacionado 

con  la  movilidad  espermática  y  la  migración  a  través  del  tracto  reproductor  femenino. 

Gomendio  et  al.  (2007)  observaron  que  la  forma  de  la  cabeza  del  espermatozoide  y  las 

dimensiones  de  los  diferentes  componentes  del  flagelo  son  los  principales  factores  que 

determinan  la velocidad a  la que nadan  los espermatozoides. Gillies et al.  (2009)  sugirieron 

que la dimensión de la cabeza es un factor importante que influye en la velocidad progresiva y 

la amplitud del movimiento lateral de la cabeza de los espermatozoides. 

Hasta  la  fecha  no  hay  ningún  estudio  de  morfometría  de  la  cabeza  de  los 

espermatozoides ovinos que se haya realizado sobre los espermatozoides que sean capaces de 
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atravesar la barrera de moco sintético tras un test de penetración in vitro. En la presente tesis 

doctoral proponemos un nuevo dispositivo de test de penetración en moco cervical para ovino 

que permite recuperar los espermatozoides que lo atraviesan en un diluyente libre moco. Esto 

nos va a permitir hacer el estudio morfológico y poder definir  las características morfológicas 

de  la  cabeza  de  la  subpoblación  de  espermatozoides  dentro  de  la muestra  seminal  que  es 

capaz de superar esta barrera, y que por tanto, tendría la capacidad de atravesar el cérvix de la 

oveja.  También  intentaremos  determinar  si  hay  alguna  relación  entre  proporciones  de 

distintas subpoblaciones definidas por sus características morfologías de  la cabeza y  las tasas 

de fertilidad obtenidas en campo.  
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Los sistemas habituales de evaluación de  la calidad seminal para el ganado ovino no 

presentan una buena correlación con los resultados de fertilidad obtenidos en campo. Aunque 

la  calidad  de  la  muestra  utilizada  para  inseminación  artificial  por  vía  cervical  tenga  unos 

buenos resultados de calidad post descongelación, los resultados de fertilidad son muy bajos.  

En  la batería de pruebas de contrastación seminal para humano se  incluye el  test de 

penetración en moco  cervical  in  vitro  (WHO, 2010). Dado que el  cérvix ovino es una de  las 

principales barreras que  los espermatozides  se encuentran  tras  la  inseminación artificial por 

vía  cervical,  en  este  trabajo  evaluaremos  si  el  desarrollo  de  un  dispositivo  de  test  de 

penetración  específico para  ganado ovino nos  ayuda  a  acercar  los  resultados de  análisis de 

calidad in vitro a los obtenidos en campo. Para ello vamos a desarrollar un sistema in vitro que 

permita simular el cérvix ovino con el objetivo de usar este dispositivo para el estudio de  las 

características  (morfología,  movilidad,  integridad  de  DNA…)  que  deben  presentar  los 

espermatozides para ser capaces de atravesar esta barrera del tracto reproductivo de la oveja. 

En resumen, los objetivos principales de la presente tesis doctoral son: 

1.‐ Obtener un moco cervical sintético que tenga  las mismas características reológicas que  le 

moco cervical ovino natural. 

2.‐ Definir  las condiciones óptimas de un  test de penetración  in vitro en ovino que simule el 

tránsito cervical ovino y desarrollar un sistema de contaje automatizado para determinar de 

una  manera  más  objetiva  el  número  de  espermatozoides  capaces  de  superar  el  test  de 

penetración. 

3.‐ Rediseñar el dispositivo de penetración  in  vitro para poder  recoger  los espermatozoides 

que atraviesan la barrera de moco cervical en un medio libre de este moco, con el objetivo de 

estudiar así diferentes características biológicas de estas células. 

4.‐ Estudiar  la morfometría de  la cabeza de  los espermatozoides ovinos que  son capaces de 

atravesar  el  moco  cervical  sintético  en  los  test  de  penetración  in  vitro  y  determinar  las 

características morfológicas  que  deben  presentar  los  espermatozoides  para  ser  capaces  de 

atravesar la barrera de moco cervical. 

5.‐ Relacionar  los  resultados obtenidos para distintos parámetros de  calidad  seminal de  los 

espermatozoides con los resultados obtenidos en el test de penetración in vitro y la fertilidad 

observada en campo. 

 

   



 

 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PUBLICACIONES 
 

 

 

   



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1ª Publicación 
 

 

 

 

 

   



 

 

 

 

 



Publicaciones

 

45 

 

 

   



Publicaciones

 
 

46 

 

   



Publicaciones

 
 

47 

 

   



Publicaciones

 
 

48 

 

   



Publicaciones

 
 

49 

 

   



Publicaciones

 
 

50 

 

   



Publicaciones

 
 

51 

 

   



Publicaciones

 
 

52 

 

   



Publicaciones

 
 

53 

 

   



Publicaciones

 
 

54 

 

   



Publicaciones

 
 

55 

 

   



Publicaciones

 
 

56 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2ª Publicación 
 

 

 

 

 

   



Publicaciones

 
 

58 

 

 

 

 



Publicaciones

 

59 

 

 

   



Publicaciones 
 

60 

   



Publicaciones

 
 

61 

 

   



Publicaciones 
 

62 

   



Publicaciones

 
 

63 

 

   



Publicaciones 
 

64 

   



Publicaciones

 
 

65 

 

   



Publicaciones 
 

66 

   



Publicaciones

 
 

67 

 

   



Publicaciones 
 

68 

   



Publicaciones

 
 

69 

 

   



Publicaciones 
 

70 

   



Publicaciones

 
 

71 

 

   



Publicaciones 
 

72 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3ª Publicación 
 

 

 

 

 

   



Publicaciones 
 

74 

 

 

 



Publicaciones

 

75 

 

   



Publicaciones

 
 

76 

   



Publicaciones

 
 

77 

 

   



Publicaciones

 
 

78 

   



Publicaciones

 
 

79 

 

   



Publicaciones

 
 

80 

   



Publicaciones

 
 

81 

 

   



Publicaciones

 
 

82 

   



Publicaciones

 
 

83 

 

   



Publicaciones

 
 

84 

   



Publicaciones

 
 

85 

 

   



Publicaciones

 
 

86 

   



Publicaciones

 
 

87 

 

 

 



Publicaciones

 
 

88 

 
  



Publicaciones

 
 

89 

 

 



Publicaciones

 
 

90 

   



Publicaciones

 
 

91 

 

 



Publicaciones

 
 

92 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 
 

 

 

   



 

 

 

 

 



Discusión
 

95 

La  fertilidad  es  una  función  biológica  muy  complicada  que  depende  de  varias 

propiedades de  los espermatozoides,  como  la movilidad,  la morfología, presencia de  ciertas 

proteínas  en  la  superficie  de  la  membrana  plasmática...  La  presencia  de  un  transporte 

espermático eficaz es un requisito indispensable para el éxito reproductivo (Hawk 1983, Suarez 

2008, Kölle et al. 2010) y  la capacidad de  los espermatozoides de superar  la barrera de moco 

cervical  es  un  factor  determinante  para  que  la  subpoblación  de  espermatozoides  con 

morfología normal y movilidad vigorosa  llegue al sitio de  fertilización  (Suarez y Pacey 2006). 

Debido  a  este  hecho,  en  varias  especies  animales  se  ha  propuesto  la  evaluación  de  la 

capacidad de los espermatozoides para atravesar una barrera de moco natural o artificial (test 

de penetración) in vitro como método de determinación de la calidad seminal. 

Los test de penetración utilizados hasta la fecha se basaban en la determinación de la 

distancia  recorrida  por  el  espermatozoide  de  vanguardia  (el  espermatozoide  que  recorría 

mayor  distancia  en  un  tiempo  dado)  en  un  capilar  (Keel  and  Webster  1988,  Mole  and 

Fitzgerald 1990, Murase and Braun 1990, Galli et al. 1991, Verberckmoes et al. 2002, Cox et al. 

2006, Robayo et al. 2008); o en el contaje del número total de espermatozoides que alcanzan 

una  distancia  determinada  en  un  tiempo  concreto  utilizando  capilares  planos  o  pajuelas 

transparentes  (Suttiyotin et al. 1992, Aitken et al. 1992, Clarke et al. 1998, Tang et al. 1999, 

Hamano et al. 2001,  Ivic et al. 2002, Tas et al. 2007a, 2007b, Gillan et al. 2008, Al Naib et al. 

2011).  Ola  et  al.  (2003)  hicieron  una  revisión  sobre  la  precisión  de  los  diferentes  test  de 

penetración en moco cervical como método para predecir  la tasa de  fertilidad. Demostraron 

que  los  test basados en  la determinación de  la distancia recorrida por el espermatozoide de 

vanguardia  son  menos  precisos  que  los  que  se  basan  en  el  contaje  del  número  de 

espermatozoides que  recorre una distancia determinada en  la barrera de moco  cervical. En 

esta  tesis  doctoral  hemos  propuesto  un  nuevo  dispositivo  para  el  test  de  penetración  que 

permite  el  contaje  automático  de  los  espermatozoides  que  atraviesan  una  distancia 

determinada en moco cervical sintético y  la evaluación de  la calidad de  los espermatozoides 

que atraviesan la barrera de moco. 

1. Moco cervical sintético ovino para test de penetración in vitro 

La  primera  aproximación  para  desarrollar  el  nuevo  test  de  penetración  para  ovino 

requiere el desarrollo de un moco cervical sintético lo más parecido posible al moco natural. El 

moco  sintético  tiene varias ventajas  sobre el natural como  son el permitir preparar grandes 

volúmenes y estandarizar el  test ya que  las propiedades  fisicoquímicas del moco sintético, a 

diferencia de moco natural, no van a ser dependientes del ciclo estral  (Katz et al. 1997). Ha 

habido muchos estudios anteriores en  los que  se han utilizado diversos  sustitutos del moco 

cervical  en  los  test  de  penetración  in  vitro  (Aitken  et  al.  1992,  Perry  et  al.  1996,  Engel  et 

al.1999, Tang et al. 1999, Anilkumer et al. 2001,  Ivic et al. 2002). Para desarrollar un moco 

sintético de  características  reológicas  similares al moco  cervical de  la oveja hemos probado 

distintas sustancias como base: acrilamida, ácido hialurónico y metilcelulosa.  

Los geles de poliacrilamida han sido utilizados previamente como sustitutos de moco 

cervical  en  varias  especies  (hombre:  Eggert‐Kruse  et  al.  1993,  Lorton  et  al.  1981;  toro: 

Anilkumar et al. 2001, Tas et al. 2007b). Lorton et al. (1981) vieron que la migración del semen 

de  toro en  geles de  acrilamida del 1,8 % era  similar  a  la obtenida en moco  cervical bovino 

natural y Eggert‐Kruse et al.  (1993) observaron que  la migración correcta de  las muestras de 

semen humano en gel de poliacrilamida del 1,8 % era mucho más  frecuente en el  caso del 

grupo  de  individuos  fértiles.  Para  probar  el  gel  de  poliacrilamida  como  sustituto  del moco 

natural ovino se prepararon diferentes concentraciones de  la misma y se realizaron estudios 
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reológicos  sobre  estos  mocos  sintéticos  y  el  natural.  Se  vio  que  el  gel  de  acrilamida  de 

concentración 1.6 % era el más similar al moco natural. Además de estos estudios reológicos 

se realizaron test de penetración  in vitro utilizando como moco cervical sintético  las distintas 

concentraciones de acrilamida, y otros utilizando moco natural sobre las mismas muestras de 

partida. Observamos un correlación positiva entre el número de espermatozoides capaces de 

atravesar  el moco  sintético  para  las  concentraciones  de  acrilamida  de  1,5 %  a  1,8 %  y  los 

capaces de atravesar el moco natural, siendo esta similitud máxima en el caso de la acrilamida 

1,6 %.  

En humanos, los geles de poliacrilamida se han remplazado por otras sustancias en los 

test de penetración in vitro debido a su baja eficiencia para la migración espermática (Ivic et al. 

2002). Debido a esto estudiamos el uso de  la metilcelulosa como alternativa a  la acrilamida 

para los test en ovino y nuestros resultados mostraron que el número de espermatozoides que 

migran en el test era altamente dependiente del moco sintético utilizado pero, a diferencia de 

Ivic et al. (2002), observamos que el gel de poliacrilamida era significativamente más permisivo 

que  la metilcelulosa  para  los  espermatozoides  ovinos.  Estos  datos  ponen  de manifiesto  las 

diferencias  en  los  espermatozoides  de  distintas  especies  respecto  a  sus  características 

biofísicas e  indica que para  cada especie hay que poner a punto y elegir un moco  sintético 

apropiado  para  los  test  de  penetración  in  vitro.  Teniendo  en  cuenta  todos  los  resultados 

anteriores elegimos la acrilamida 1,6 % como mejor medio para sustituir el moco natural ovino 

en los test de penetración in vitro.  

Para evaluar  la capacidad del gel de acrilamida 1.6 % como moco sintético en test de 

penetración  in  vitro  para  discriminar  entre  espermatozoides  con  distintos  patrones  de 

movilidad aplicamos este test en 3 modelos de conservación de semen ovino: semen fresco y 

semen  refrigerado a 5 o 15  °C durante 24 h. Kasimanckam et al.  (2007) demostraron que el 

tiempo  de  almacenamiento  está  significativamente  asociado  con  el  deterioro  de  los 

parámetros de movilidad en  semen ovino  (motilidad progresiva  total, VAP, VSL, VCL, ALH  y 

rectitud). Además, Salamon et al.  (1979) observaron que el número de partos obtenidos con 

semen refrigerado a 5 °C disminuía significativamente tras almacenar el semen durante 0, 1, 2, 

o 3 días  siendo  los porcentajes de  fertilidad 60,0%, 34,3%, 33,8% y 17,1%  respectivamente. 

Nuestro trabajo muestra que el tamaño de  la población que atraviesa 2 o 3 cm en el test de 

penetración está significativamente afectado por la temperatura de almacenamiento. También 

hemos observado que el número de espermatozoides que atraviesa 2 o 3 cm en la barrera de 

moco cervical natural o sintético está positivamente relacionado con  la movilidad progresiva 

(PM)  y  con  la  velocidad  en  línea  recta  (VSL),  la  frecuencia  de  batida  de  la  cabeza  (BCF), 

linealidad (LIN), oscilación (WOB) y rectitud (STR), mientras que esta relación es negativa para 

el daño  acrosomal  y daños  en  la membrana plasmática de  la muestra de partida. Nuestros 

resultados no  concuerdan  con  los descritos por Robayo  et al.  (2008), que defendían que  la 

velocidad continua en  línea recta (VCL) y  la velocidad media (VAP) son  los únicos parámetros 

cinéticos que presentaban una correlación positiva significativa con la habilidad para migrar en 

moco  cervical  ovino.  Estas  diferencias  pueden  ser  explicadas  debido  a  que  se  utilizaron 

diferentes procedimientos de evaluación: Robayo et al. (2008) analizaron la distancia recorrida 

por  el  espermatozoide  de  vanguardia  y  nosotros  evaluamos  la  eficiencia  de  migración 

espermática  como  el  número  de  espermatozoides  que  alcanza  una  determinada  distancia 

dentro de la columna de moco cervical. En este sentido hay que tener en cuenta también que 

Love  et  al.  (2003)  encontraron una  asociación muy baja o nula  entre  todas  las medidas de 

velocidad y la motilidad espermática total, estos autores sugieren que la velocidad a la que un 
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espermatozoide  se  mueve  y  como  se  mueve  es  independiente  del  porcentaje  total  de 

espermatozoides móviles.  

Hay varios estudios que defienden  la  importancia de  la VAP para determinar el éxito 

de la muestra en los test de penetración en moco cervical in vitro (Robayo et al. 2008, Aitken 

et al. 1992, Cox et al. 2002) aunque no ha  sido asociado  con  la  fertilidad.  Sin embargo,  las 

diferencias en  la capacidad de  los espermatozoides para migrar a  través de moco cervical  in 

vitro están relacionadas con  la habilidad de  los espermatozoides para colonizar el oviducto y 

para fertilizar oocitos madurados in vitro (Cox et al 2002). De la misma manera, la importancia 

de la VSL para determinar la capacidad de fertilización de los espermatozoides también ha sido 

defendida por diferentes autores (Gillan et al. 2008, Holt et al. 1997) y se ha especulado que 

una elevada VSL puede ser  importante durante el transporte espermático a través del tracto 

reproductor femenino y para la penetración de la cubierta del ovocito (Gillan et al. 2008). 

Además  de  las  correlaciones  con  los  parámetros  de movilidad,  encontramos  que  la 

presencia de espermatozoides apoptóticos  y  con daños en el acrosoma está negativamente 

correlacionada con la capacidad de la muestra para migrar en el moco cervical, mientras que el 

potencial de membrana no mostraba correlación con  la habilidad de migrar de estas células. 

Anilkumar et al. (2001) también demostraron que la integridad acrosomal estaba significativa y 

positivamente correlacionada con la capacidad del semen de toro de penetrar a través del gel 

de poliacrilamida en el  test de penetración  in  vitro. Neild  et al.  (2005)  sugirieron el uso de 

técnicas  basadas  en  filtración  por  columnas  como  una  herramienta  útil  para  evaluar  la 

integridad acrosomal ya que estas columnas atrapaban células con daños en  la membrana o 

con  acrosomas  reaccionados  pero  permitían  el  paso  de  los  espermatozoides  móviles  con 

membrana  intacta.  Los  espermatozoides  con  el  acrosoma  reaccionado  son  especialmente 

adherentes y se pueden adherir al vidrio incluso en presencia de albúmina (Suarez 2008). Esta 

adherencia podría explicar  la correlación negativa que hemos encontrado en nuestro estudio 

entre el daño acrosomal y la reducida habilidad de los espermatozoides para atravesar el moco 

natural y sintético.  

Garner et al.  (1997) vieron que  la medición  fluorométrica de  la  función mitocondrial 

estaba  altamente  correlacionada  con  la  estimación microscópica de  la movilidad progresiva 

individual. Sin embargo, la importancia de las mitocondrias en la movilidad espermática se ha 

reconsiderado  últimamente  y  se  cree  que  la  actividad mitocondrial  es  importante  también 

para mantener los niveles de ATP en la cabeza del espermatozoide, y que la pieza intermedia 

participa  en  este  proceso  de  mantenimiento  (Silva  and  Gadella  2006).  Respecto  a  los 

espermatozoides  apoptóticos  Martínez‐Pastor  et  al.  (2008)  observaron  que  los 

espermatozoides de ciervo que presentaban características  típicas de células apoptóticas no 

son  capaces  de mantener  la movilidad  a  largo  del  tiempo.  Estos  autores    vieron  que  este 

proceso estaba precedido por la pérdida de potencial de membrana mitocondrial, pero que la 

pérdida  de  actividad  mitocondrial  no  estaba  directamente  relaciona  con  la  pérdida  de 

movilidad. Este hecho podría explicar la ausencia de correlación que hemos observado entre el 

número de espermatozoides que migran y el estado mitocondrial, mientras que la proporción 

de  célula apoptóticas en  la muestra estaba negativamente  correlacionada  con  la progresión 

espermática en el moco cervical. 
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2.  Diseño  de  un  dispositivo  de  test  de  penetración  in  vitro  que  permita  aislar  los 

espermatozoides que pasan el test 

Una vez elegido el gel de poliacrilamida al 1.6% como mejor sustituto del moco cervical 

ovino pasamos a mejorar el dispositivo de  test de penetración  con el objetivo de  conseguir 

aislar  la población de espermatozoides en un diluyente  libre de moco  sintético, para poder 

proceder al estudio y caracterización de esta población. Debido a que el moco sintético es muy 

fluido no fue posible mantener  las 2 fases (moco sintético y medio de recogida) en  la misma 

pajuela, teniendo que idear un sistema en 3 fases. El nuevo dispositivo incluía una primera fase 

donde se sitúa la muestra a testar (pajuela de 0.5 mL de 5 cm de largo), una segunda donde se 

sitúa el moco sintético (pajuela de 0.25 mL de 2 o 3 cm de largo) y una tercera donde se sitúa 

el  diluyente  TFC  de  recogida  (pajuela  de  0.5  ml  de  5  cm  de  largo).  Estas  3  fases  están 

conectadas y fijadas por medio de unos adaptadores de silicona para que permanezcan unidas 

durante todo el desarrollo del test. Ya que le número de espermatozoides que migran a través 

del test va a estar influido por el tiempo de duración del mismo, uno de los primeros pasos fue 

fijar este tiempo. Probamos los tiempos: 15, 30 y 60 minutos de incubación a 39 °C, ya que es 

la  temperatura  del  tracto  reproductor  de  la  oveja.  Los  resultados mostraron  que  tras  una 

incubación de 60 min para desarrollar el  test de penetración el número de espermatozoides 

que  atravesaba  el  test  aumentaba  significativamente,  pero  se  observó  que  este  tiempo  de 

incubación  tan  largo  afectaba  negativamente  a  la  viabilidad  y  al  estado  acrosomal  de  la 

muestra, y que tras 15 minutos de incubación el número de espermatozoides que atravesaba 

el test era muy pequeño. Teniendo todos los resultados anteriores en cuenta elegimos 30 min 

como tiempo de incubación a 39 °C para realizar el test en ovino, ya que permitía obtener un 

buen  número  de  espermatozoides  que  migraban  a  través  del  test  sin  afectar  mucho  la 

viabilidad y estado acrosomal de la muestra. 

El número de espermatozoides que penetra a través del moco cervical sintético en los 

test  de  penetración  también  es  altamente  dependiente  de  la  concentración  de 

espermatozoides  en  la muestra  seminal,  observándose  una  relación  lineal  entre  estos  dos 

parámetros en  los experimentos que hemos  realizado. Las muestras con 12 x 106 y 25 x 106 

espermatozoides  por  mililitro  mostraron  una  significativa  reducción  en  la  viabilidad  y  un 

aumento  en  el  daño  acrosomal  tras  la  incubación  del  dispositivo  durante  30 min  a  39  °C, 

mientras que la muestra de 100 x 106 espermatozoides presentaba valores próximos al control 

de  muestra  fresca.  Diversos  autores  han  estudiado  los  efectos  de  la  concentración 

espermática, durante el  almacenamiento del  semen ovino,  sobre  los parámetros de  calidad 

espermática (Kasimanickam et al. 2007, Gundogan et al. 2010, López‐Fernández et al. 2010) y 

fertilidad  (Alvarez  et  al.  2012).  Estos  autores  vieron  que  los  cambios  en  la  movilidad 

espermática,  morfología  e  integridad  del  ADN  en  las  muestras  diluidas  a  100  x  106 

espermatozoides por mililitro durante  la preservación a corto plazo a 4 °C eran menores que 

cuando  la muestra se diluía a 25 x 106 espermatozoides por mililitro (Gundogan et al. 2010). 

Nuestros resultados muestran similitudes con estos estudios encontrando que la calidad de los 

espermatozoides se mantiene mejor en muestras de altas concentraciones  (Kasimanickam et 

al. 2007, Gundogan et al. 2010), sin embargo, López‐Fernández et al. (2010) observaron que a 

bajas concentraciones (6 y 12 x 106 espermatozoides por mililitro) se obtenían menores ratios 

de fragmentación del DNA tras el almacenamiento de  los espermatozoides. Kasimanickam et 

al. (2007) sugirieron que las posibles razones fisiológicas para la reducción de la calidad a bajas 

concentraciones  podría  ser  el  estrés  oxidativo  extracelular,  y  que  la  razón  por  la  que  se 

produce una mejor preservación en  las muestras más concentradas es porque hay un mayor 

volumen de plasma seminal rodeando a cada espermatozoide. 
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En  la  puesta  a  punto  del  dispositivo  hemos  visto  que  la  habilidad  de  los 

espermatozoides para atravesar el gel de poliacrilamida estaba significativamente estimulada 

cuando el dispositivo se incubaba con una inclinación de 45 grados respecto a la superficie del 

incubador en vez de en horizontal. La  influencia de  la gravedad y el flujo de  los fluidos en  los 

movimientos migratorios de los espermatozoides ha sido estudiado por diversos autores (Katz 

y  Pedrotti  1977, Winet  et  al.  1984, Makler  et  al.  1993, Miki  y  Clapham  2013)  y Miki  and 

Clampham  (2013)  demostraron  que  los  espermatozoides móviles  experimentan  geotaxis  in 

vitro en  columnas  verticales que  contienen diferentes medios,  y defienden que es el  factor 

táxico más importante en mamíferos. La aparente respuesta táxica de los espermatozoides a la 

gravedad ha  sido  investigada por Winet et al.  (1984) en muestras de  semen humano. Estos 

autores  mostraron  que  los  factores  más  importantes  para  la  distribución  de  los 

espermatozoides eran la reotaxis negativa y la acumulación cerca de las paredes, mientras que 

la respuesta a la gravedad era relativamente débil. En otro estudio, se encontró que el efecto 

de la fuerza de la gravedad sobre los espermatozoides móviles era notable, ya que el número 

de espermatozoides que nadaban hacia abajo era 5‐6 veces mayor de  los que nadaban hacia 

arriba  (Miki  and Clapham 2013).  La barrera de moco  sintético de poliacrilamida de nuestro 

experimento es estable en la posición de 45 grados respecto a la horizontal del incubador pero 

sería posible que una pequeña parte de la poliacrilamida se estuviera disolviendo en el medio 

TFC  en  la  superficie  de  contacto  entre  e  TCF  y  la  acrilamida,  lo  que  podría  causar 

microcorrientes  en  el  dispositivo  que  estimularan  la  habilidad  de  los  espermatozoides  para 

orientarse y migrar en contra del flujo del líquido circundante. Este fenómeno concordaría con 

la  teoría  de  que  la  reotaxis  es  el  principal mecanismo  de  guía  de  los  espermatozoides  de 

mamíferos a larga distancia en el tracto reproductor femenino (Miki y Clapham 2013). 

Una vez puesto a punto el test se ha determinado el número de espermatozoides que 

atraviesan una distancia de 2 o 3 cm de moco cervical sintético en el mismo y se han analizado 

varios parámetros de calidad en los espermatozoides que migran. Si el dispositivo se coloca en 

horizontal durante  la  incubación  se observa una  reducción  significativa  en  la  viabilidad  y  la 

integridad  acrosomal  de  los  espermatozoides  que  no  se  observa  cuando  la  incubación  se 

realiza  a  45  grados.  Además  se  ha  observado  una  reducción  significativa  en  el  número  de 

espermatozoides  con  alto  potencial  de membrana mitocondrial  para  ambas  posiciones  de 

incubación.  Las  diferencias  observadas  entre  las  dos  posiciones  en  el  test  de  penetración 

sugieren que las subpoblaciones que migran no son equivalentes y que deben existir factores 

físico‐químicos  que  estimulan  la migración  de  los  espermatozoides  de manera  diferencial, 

probablemente debido a  factores  reotáxicos como hemos descrito anteriormente. El cambio 

en el potencial de membrana mitocondrial puede deberse al esfuerzo que deben realizar  las 

células  en  su  paso  a  través  del moco.  Los  espermatozoides  de mamíferos  generan  energía 

metabólica en forma de ATP para nadar en el tracto genital femenino y fertilizar el oocito. Esta 

energía  puede  ser  obtenida  por  fosforilación  oxidativa  y/o  glicólisis,  y  esta  ruta,  que  es 

diferente  entre  especies,  debe  depender  de  los  sustratos  de  los  que  los  espermatozoides 

dispongan  en  el  oviducto  (Storey  2008).  La  presencia  de  espermatozoides  viables  con  bajo 

potencial de membrana puede estar asociada con  las primeras señales de muerte celular. Sin 

embargo, Martin et al. (2007) han observado que la disminución en el potencial de membrana 

mitocondrial  puede  ser  parcialmente  reversible  en  algunos  espermatozoides  por  lo  que  se 

puede llegar a obtener un aumento en la proporción de espermatozoides con un potencial de 

membrana  normal  una  vez  se  ha  vuelto  a  condiciones  fisiológicas.  Los  espermatozoides  de 

toro  dependen  de  la  fosforilación  oxidativa  en  su  paso  por  el  cérvix  (Storey  2008)  y 

consecuentemente, si los espermatozoides de carnero tienen el mismo comportamiento, este 
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hecho  podría  explicar  la  reducción  en  el  potencial  de  membrana  observado  en  los 

espermatozoides tras pasar el test de penetración. La barrera de mocos sintético presente en 

este test in vitro produce un estrés fisiológico a los espermatozoides, lo que puede explicar la 

reducción  en  la  actividad mitocondrial  de  estos  espermatozoides  que migran. De  la misma 

manera,  y  como  se ha descrito para  semen de  toro  (Martin  et  al.  2007), podría  ser que  la 

proporción  de  espermatozoides  con  bajo  potencial  de  membrana  que  hay  entre  los 

espermatozoides que pasan el test se reduzca una vez estas células hayan alcanzado un estado 

de reposo. 

3. Análisis morfométrico de la cabeza de los espermatozoides que migran a través de 

la barrera de moco cervical 

Se sabe que una muestra espermática no es una población homogénea de células, si 

no que se pueden encontrar distintas subpoblaciones celulares dentro de  la misma (Maroto‐

Morales  et  al.  2010,  2012,  Marti  et  al.  2011,  2012).  El  análisis  morfométrico  de  los 

espermatozoides  ha  demostrado  tener  una  gran  relevancia  como  predictor  de  la  fertilidad 

(Gomendio et al. 2007, Maree et al. 2010) y está siendo muy estudiado en  los últimos años. 

Utilizando el nuevo dispositivo de test de penetración  in vitro para ganado ovino que hemos 

diseñado, hemos estudiado la morfología de la cabeza de los espermatozoides que atraviesan 

el test para intentar definir cuál es la morfología óptima que deben presentar para atravesar el 

moco  sintético, proceso que es esencial para que puedan alcanzar el  sitio de  fertilización  in 

vivo. El primer paso en el estudio de  la morfología de  la cabeza de  los espermatozoides es  la 

selección del mejor método de análisis para el estudio de  los diferentes datos morfométricos 

recogidos  tras  el  test.  Para  describir  la  morfología  de  la  cabeza  de  las  diferentes 

subpoblaciones en  la muestra espermática, se realizó un análisis de componentes principales 

(PCA) para  identificar  los principales  factores que expliquen  la varianza de  la muestra. En un 

estudio PCA que habíamos  realizado en nuestro grupo con anterioridad  (de Paz et al. 2011) 

observamos que la variación en los valores para casi todos los parámetros quedaba explicada 

completamente por  los 2  componentes principales que estaban definidos por 8 parámetros 

morfométricos. Martí et al.  (2011,2012) describieron resultados similares al encontrar que el 

PCA de los valores de 7 parámetros morfométricos iniciales de diferentes muestras daba como 

resultado 2  componentes principales  con 8  eigenvalores que  explicaban más del 94% de  la 

varianza  acumulada.  En  otros  estudios  se  utilizaban  3  o  más  componentes  principales 

derivados de los datos morfométricos para describir las subpoblaciones espermáticas (Peña et 

al.  2005;  Maroto‐Morales  et  al.  2012).  En  los  estudios  mencionados  anteriormente  se 

utilizaron  7  o  8  parámetros  para  definir  los  componentes  principales.  Sin  embargo,  en  el 

presente estudio, tras llevar a cabo varios PCAs, encontramos que eran necesarios solamente 4 

componentes principales primarios para definir dos componentes principales y conseguir una 

explicación  óptima  de  la  varianza  de  la muestra  (≥  90%). De  la misma manera,  Peña  et  al. 

(2005)  llevaron a cabo un PCA y un análisis de  los datos de 12 parámetros morfométricos de 

semen  de  cerdo  para  identificar  diferentes  subpoblaciones  espermáticas  presentes  en  la 

muestra  y  encontraron  que  las  subpoblaciones  podían  ser  caracterizadas  utilizando  sólo  3 

parámetros: longitud, anchura y área de la cabeza. 

En  nuestros  experimentos  tras  el  análisis  de  los  datos  de  la  muestra  fresca  se 

definieron 3 subpoblaciones espermáticas. El área, la longitud y la anchura de la cabeza fueron 

los  parámetros  que  mejor  diferenciaban  estas  3  subpoblaciones  como  se  describe  a 

continuación: subpoblación 1 que incluye los espermatozoides con la cabeza más alargada y de 

menor área; la subpoblación 2 está caracterizada por un área de cabeza área mediana siendo 
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ésta corta y ancha; y  la  subpoblación 3 que está  formada por espermatozoides con cabezas 

grandes,  largas  y  anchas.  Ha  habido  otros  autores  que  también  han  identificado  3 

subpoblaciones espermáticas dentro de  las muestras de semen  (Thurston et al. 2001; Rubio‐ 

Guillén et al. 2007; Esteso et al. 2009; Martí et al. 2012), aunque algunos estudios describen 4 

subpoblaciones (Peña et al. 2005; Maroto‐Morales et al. 2012). Las diferencias dependen del 

método analítico utilizado. 

La presencia de  las 3 subpoblaciones espermáticas definidas en  las muestras control 

fue  evaluada  en  los  espermatozoides  que  atraviesan  la  barrera  de  moco  en  el  test  de 

penetración.  Observamos  que  la  subpoblación  2  no  estaba  presente;  por  lo  tanto,  los 

espermatozoides con cabeza corta y ancha no consiguen atravesar la barrera de moco cervical 

en  los test de migración  in vitro. Este hecho  indica que  la movilidad espermática  in vitro está 

determinada, en parte, por la morfología de la cabeza del espermatozoide. En este aspecto, la 

relación  entre  la  hidrodinámica  de  los  espermatozoides  y  su  forma  había  sido  descrita 

anteriormente por Dresdner and Katz (1981), ya que encontraron una alta correlación no lineal 

entre estos parámetros, por lo que pequeñas diferencias en los parámetros geométricos de la 

morfología celular pueden producir grandes variaciones en el comportamiento hidrodinámico. 

Los  resultados de nuestros  estudios  indican que  la  anchura  y  longitud de  la  cabeza  son  los 

factores que definen parcialmente  la  capacidad de  las  células de migrar  a  través del moco. 

Varios  autores  han  realizado  estudios morfométricos  en muestras  seminales  de  diferentes 

especies animales y  se han encontrado correlaciones entre  las características morfométricas 

de  la  cabeza  de  los  espermatozoides  y  varias  características  fisiológicas. Martí  et  al.  (2011, 

2012)  describieron  el  efecto  de  la  edad  del  carnero  en  la  distribución  de  las  diferentes 

subpoblaciones espermáticas definidas morfológicamente. También observaron que la tasa de 

supervivencia de los espermatozoides tras la criopreservación era mayor para la subpoblación 

que estaba caracterizada por una cabeza elíptica más pequeña y más alargada, mientras que 

estaba más  comprometida  para  la  subpoblación  con  cabezas más  grandes  y  redondeadas. 

Gravance  et  al.  (1997)  estudiaron  espermatozoides  de  caballo  y  vieron  que  se  obtenían 

mayores  tasas  de  fertilidad  cuando  la  muestra  era  rica  en  espermatozoides  de  cabeza 

pequeña.  Peña  et  al.  (2005)  encontraron  que  la  presencia  de  un  gran  porcentaje  de 

espermatozoides  con  cabeza  pequeña  en  muestras  frescas  de  semen  de  cerdo  estaba 

positivamente correlacionada con una mayor calidad seminal post‐descongelación. Oliveira et 

al.  (2013) observaron una correlación positiva entre  los datos de  fertilidad en toro y algunas 

variables morfológicas (ratio anchura/longitud, descriptor Fourier 2) para los espermatozoides 

en  la muestra seminal. Todos esos resultados  juntos  indican que  la presencia de una elevada 

proporción  de  espermatozoides  de  cabeza  pequeña  en  la muestra  seminal  podría  llevar  a 

mejores  resultados de  fertilidad, porque esta  subpoblación  tiene un  elevado potencial para 

atravesar  la barrera cervical y para tener una buena calidad post‐congelación. Thurston et al. 

(2001)  describieron  3  subpoblaciones  morfológicamente  diferentes  definidas  por  los 

descriptores  de  Fourier  en  eyaculados  de  cerdo  y  observaron  que  le  porcentaje  de 

espermatozoides  en  2  de  las  subpoblaciones  estaba  correlacionado  con  el  porcentaje  de 

espermatozoides móviles.  Estas  subpoblaciones no  se pueden  comparar  con  las de nuestro 

estudio porque el método usado en su identificación es distinto. 

4. Detección de daño por estrés oxidativo en  la muestra  seminal usando el  test de 

penetración in vitro 

La susceptibilidad de los espermatozoides al daño oxidativo es un problema durante el 

almacenamiento  del  semen  porque  produce  importantes  cambios  fisiológicos  en  los 
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espermatozoides (Aitken and Krausz 2001; Storey 2008; Aitken et al. 2010; Guthrie and Welch 

2012)  que  llevan  a  una  disminución  de  las  tasas  de  fertilidad  tras  IA.  Se  ha  realizado  un 

pequeño número de estudios para evaluar el posible efecto de tratamientos oxidantes sobre la 

motilidad espermática. Los agentes más comúnmente utilizados  para inducir estrés oxidativo 

en los espermatozoides producen diversas especies reactivas del oxígeno (ROS), que afectan la 

movilidad espermática de distintas maneras (Armstrong et al. 1999). De esta manera, el Fe2+‐

ascorbato a pesar de aumentar el nivel de ROS intracelular, tiene escaso efecto en la movilidad 

de los espermatozoides de ciervo rojo, mientras que la adición de una concentración media de 

H2O2 (100 µM) produce un gran descenso en la movilidad espermática (Martínez‐Pastor et al. 

2009).  

Para  evaluar  la  relación  entre  morfología  de  la  cabeza  y  la  habilidad  de  los 

espermatozoides de  superar  la barrera de moco  en  los  test de penetración  in  vitro, hemos 

aplicado  un  tratamiento  oxidativo  a  las  muestras  seminales  para  inducir  cambios  en  la 

morfología espermática y ver si se obtienen así diferencias en  los resultados del test  in vitro. 

Hemos  observado  que  los  valores  para  casi  todos  los  parámetros  morfométricos  eran 

significativamente mayores en las muestras oxidadas que en los controles, pero que el número 

de  espermatozoides  que  migraba  era  similar.  En  estudios  anteriores  ha  habido  diversos 

autores que han observado una correlación significativa entre el estado de  la cromatina y  la 

morfología espermática (Liu and Baker 1992; Ostermeier et al. 2001). Nosotros también hemos 

observado una correlación significativa entre  los parámetros morfológicos de  la cabeza y  los 

resultados del análisis del estatus de la cromatina (SCSA) en espermatozoides de oso de lo que 

se deduce que cambios significativos en la forma de la cabeza de los espermatozoides de oso 

utilizando  el  sistema  CASMA  (Computer‐Assisted  Sperm  Morphology  Assessment)  podrían 

estar relacionados con cambios en la estructura de la cromatina (Álvarez et al. 2008).  

La  proporción  de  espermatozoides  presentes  en  cada  una  de  las  subpoblaciones 

morfométricas  definidas  por  los  análisis  PCA  son  diferentes  para  la  muestra  control  y  la 

oxidada (OXI‐damaged). La muestra control tiene una proporción significativamente mayor de 

espermatozoides  con  cabeza  pequeña  que  la  muestra  oxidada.  Los  espermatozoides  que 

migraban de  la muestra oxidada mostraban valores mayores de elongación de  la cabeza para 

todas  las  subpoblaciones  en  todas  las  muestras  testadas  y,  de  nuevo,  la  relación  entre 

morfología de la cabeza y movilidad vuelve a ser aparente.  

5. Relación entre  fertilidad y  la morfología de  la cabeza de  los espermatozoides que 

migran in vitro  

Hay varios autores que han descrito la relación entre fertilidad y los resultados del test 

de penetración medidos bien  la distancia recorrida por  los espermatozoides de vanguardia o 

por el número de espermatozoides que viajan a lo largo de una distancia determinada a través 

de la barrera de moco sintético (Suttiyotin et al. 1992; Taş et al. 2007a, 2007b; Bacinoglu et al. 

2008; Gillan et al. 2008). En nuestro estudio, el número de espermatozoides que atraviesan la 

barrera de moco cervical no muestra una correlación con la fertilidad tras IA. Estas diferencias 

pueden explicarse por las diferencias metodológicas entre estos estudios. 

Las subpoblaciones definidas por  la evaluación morfométrica de  los espermatozoides 

que migran  no mostraba  relación  con  las  tasas  de  fertilidad,  pero  el  tamaño  relativo  de  la 

subpoblación 2 en la muestra fresca se ha visto que sí está relacionado negativamente con la 

fertilidad.  Por  lo  tanto,  la  proporción  de  espermatozoides  con  cabezas  pequeñas,  cortas  y 

anchas  presentes  en  la  muestra  fresca  podría  ser  un  factor  importante  para  predecir  la 
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fertilidad debido al posible efecto de esta morfología sobre el movimiento espermático. Egger‐

Kruse et al. (1996) encontraron una correlación positiva entre  la tasa de fertilidad, el número 

de  espermatozoides  que  migraban  en  el  test  de  penetración  in  vitro  y  la  morfología 

espermática.  Los  métodos  experimentales  utilizados  por  Egger‐Kruse  et  al.  (1996)  son 

diferentes  a  los  utilizados  en  nuestro  estudio,  lo  que  podría  explicar  las  diferencias 

encontradas  en  los  resultados.  La  relación  entre morfología  espermática  y  fertilidad  tras  IA 

también ha sido estudiada en toros (Phillips et al. 2004; Al‐Makhzoomi et al. 2008) y se vio que 

el porcentaje de espermatozoides morfológicamente normales dentro de  la muestra seminal 

estaba positivamente  relacionado  con  la  fertilidad. Al‐Makhzoomi  et al.  (2008) describieron 

que  la  proporcion  de  espermatozoides  con  una  morfología  de  la  cabeza  anormal  estaba 

negativamente  correlacionado  con  la  fertilidad;  siendo  particularmente  llamativa  esta 

correlación negativa para los espermatozoides con cabeza en forma de pera. Las dimensiones 

morfométricas de  las cabezas de  los espermatozoides de toros han sido relacionadas con  las 

tasas  de  fertilidad  post‐congelación,  observándose  que  las  tasas  de  no  retorno  estaban 

positivamente correlacionadas con cambios en el  ratio anchura/longitud de  la cabeza de  los 

espermatozoides  tras  la  criopreservación  (Gravance  et  al.  2009),  lo  que  concuerda  con  los 

resultados que hemos obtenido en nuestro estudio. 
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1.‐ El gel de poliacrilamida 1,6 % es el medio adecuado para sustituir al moco cervical ovino en 

los test de penetración in vitro de espermatozoides ovinos. 

2.‐  El  número  de  los  espermatozoides  de  carnero  que  penetran  20  o  30  mm  en  gel  de 

poliacrilamida 1,6 % o en moco cervical ovino está significativa y positivamente correlacionado 

con la movilidad progresiva y con los parámetros cinéticos VSL, BCF, LIN, WOB y linealidad; al 

mismo  tiempo  esta  correlación  es negativa  respecto  al daño  acrosomal  y  las  lesiones de  la 

membrana plasmática. 

3.‐ Un  dispositivo de  test  in  vitro de  espermatozoides ovinos  configurado por  tres  cámaras 

consecutivas:  una  de  carga  de muestra,  otra  con  gel  sintético  para  la  penetración  y  la  de 

recolección de espermatozoides y operando en unas condiciones definidas, permite el análisis 

de calidad específico de los espermatozoides que emigran. 

4.‐Los  espermatozoides  que  emigran  en  el  dispositivo  para  el  test  penetración  in  vitro  no 

modifican  su  viabilidad pero  se  reduce  significativamente el porcentaje de espermatozoides 

con alto potencial de membrana. 

5.‐El análisis mediante componentes principales y de cluster de los parámetros morfométricos 

de  la  cabeza de  los espermatozoides define  tres  subpoblaciones  celulares en  la muestra de 

semen fresco del morueco. La subpoblación definida por espermatozoides con cabeza corta y 

ancha no emigra a través del moco sintético en los test de penetración. 

6.‐ El estrés oxidativo induce cambios en la morfología de la cabeza de los espermatozoides y 

modifica los parámetros de movilidad de la muestra tratada en los test de penetración in vitro. 

7.‐ El número de espermatozoides que migra en el test de penetración no está relacionado con 

la  fertilidad, pero  la proporción de espermatozoides con cabeza corta y ancha en  la muestra 

fresca podría ser utilizada como predictor de la fertilidad del macho. 
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1.‐  The  polyacrylamide  gel  at  1.6 %  is  the  best mucus  subsitute  of  ewe  cervical mucus  to 

perform in vitro penetration test in sheep. 

2.‐ The number of ram spermatozoa that penetrated 20 or 30 mm into an acrylamide gel or 
ovine cervical mucus was significantly and positively correlated with progressive motility, and 
the kinematics parameters VSL, BCF, LIN, WOB and linearity; at the same time this relationship 
was negative with acrosomal damage and injuries in the plasma membrane. 
 
3.‐ An  in  vitro  test device  for  ram  spermatozoa  consisting on  three  adjoining units:  sample 

loading  unit,  synthetic mucus  barrier  unit  and  spermatozoa  collection  unit, working  under 

defined settings, allows the quality assessment of the spermatozoa that overcome the mucus 

barrier. 

4.‐  Spermatozoa  that migrates  through  the  in  vitro  penetration  test  device  did  not  show 

changes on their viability parameters but the percentage of spermatozoa with high membrane 

potential was significantly reduced. 

5.‐The principal components and clustering analysis of  the morphometric parameters of  the 
sperm head,  in  fresh  semen  samples, defined  three  cell  subpopulations. One  subpopulation 
defined  by  spermatozoa  with  short  and  wide  heads  failed  to migrate  through  the mucus 
surrogate in the penetration test. 

5.‐ Oxidative stress  induced changes  in  the morphology of the sperm head and modified the 

motility patterns of the treated sample in the mucus penetration test.  

6.‐ The number of spermatozoa  that migrated  through  the penetration  test  is not related  to 

fertility, but  the proportion of  spermatozoa with a  short and wide head  in  the  fresh  sperm 

sample may be used as a predictor of male fertility. 
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A  Area 

Acryl 1.6/ A 1.6  1.6% polyacrylamide gel 

AI  Artificial Insemination 

ALH  Lateral displacement of the sperm Head 

BCF  Head beat‐cross frequency 

CASA  Computer‐Aided Sperm Analysis 

CASMA  Computer‐Assisted Sperm Morphology Assessment 

CCC  Cubic Clustering Criterion 

CMPT  Cervical Mucus Penetration Test 

CV  Coefficients of Variation 

C012, C025, C050 and C100  12, 25, 50 and 100 x 106 spermatozoa mL‐1 Concentrations 

dACRO  damaged acrosome 

D20/D30  Sperm progression beyon 20 or 30 mm of mucus 

FCM  Fibered Confocal fluorescence Microscopy 

FSC  Forward Scatter 

GLM  General Linear Models 

hMITO  High Mitochondrial activity 

HSD  Honestly Significant Difference 

IA  Inseminación Artificial 

ISAS  Integrated Semen Analyzer System 

L  Length/ Longitud 

LIN  Linearity 

MC_1.33  1.33% methylcellulose 

MIXED  Mixed linear models 

OXI_Damage  pre‐migration oxidised 

OXI_Migrating  post‐migration oxidised 

P  Perimeter/ Perimetro 

PCA  Principal Component Analysis 

PI  Propidium Iodide 

PM  Ppercentage of Motile spermatozoa 

PNA‐FITC  Arachis hypogaea (Peanut) lectin ‐FITC conjugate 

ROS  Reactive Oxygen Species 

R05/R15  Samples refrigerated at 5/15 °C 

SCSA  Sperm Chromatin Stability Assessment 

S.E.M.  Standard Error of the Mean 



Lista de abreviaturas
 

124 

SSC  Side Scatter 

STR  Straightness 

S2/S3  2cm/3cm of synthetic mucus 

TCF  Tris, Citric acid and Fructose diluent 

TEMED  TetraMethylEthyleneDiamine 

T15, T30, T60  15, 30 or 60 minutes incubation time 

VAP  Velocity according to the smoothed path 

VCL  Velocity according to the actual path 

VIAB  Viable with an intact acrosome 

VSL  Velocity according to the straight path 

W  Width/ Anchura 

WHO  World Health Organization 

WOB  Wobble 
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