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1. Introducción y objetivos

La inseminación arti�cial (IA) es, posiblemente, la técnica de reproducción asistida que más

impacto ha tenido sobre la producción animal en los últimos 50 ó 60 años (Córdova-Izquierdo,

2002), llegando, en el sector porcino, a presentar una amplia aplicación en todo el mundo, si

bien es cierto que su grado de utilización depende del país al que nos re�ramos, ya que mien-

tras en muchos países de la Unión Europea (Holanda, Francia, España, Alemania, Noruega,

etc.) su aplicación superaba en 2004 el 80%, en los Estados Unidos permanecía en un porcenta-

je en torno al 50%, aunque con una clara progresión a lo largo de los últimos años (Gadea, 2004).

La utilización de semen refrigerado (15-20 ºC) copa más del 99% de las inseminaciones arti-

�ciales realizadas en el mundo (Wagner y Tibier, 2000; Johnson et al., 2000), quedando relegada

la utilización de semen congelado/descongelado, bien a labores de investigación (Gadea, 2004), o

bien a la incorporación de nuevo material genético de alto valor a núcleos de selección (Johnson

et al., 2000; Gadea, 2004; Saravia, 2004), por lo que en la producción comercial porcina no se

están aprovechando las grandes ventajas que la criopreservación seminal puede aportar, como el

mayor control sanitario de las dosis (Bailey et al., 2008) o la gran disponibilidad espacio/temporal

del material seminal (Domínguez et al., 2008).

Esta menor aplicación del semen congelado/descongelado responde principalmente a una

sustancial reducción de su rendimiento reproductivo con respecto al refrigerado, tanto en el por-

centaje de partos (en torno a un 20% menos [Johnson, 1985]) como de lechones nacidos (en

torno a 2-3 menos [Almlid y Hofmo, 1996]), y es que los espermatozoides de porcino presentan

una mayor susceptibilidad a la criopreservación que la mayoría de las especies domésticas, fun-

damentalmente debido a su mayor sensibilidad al proceso denominado choque a frigore, choque

por frío o, en la literatura anglosajona, �cold shock� (Gadea, 2004).

Aunque el daño infringido por el proceso de criopreservación puede considerarse la principal

causa del bajo rendimiento reproductivo, para Eriksson (2000) existen otros factores que también

limitan considerablemente la utilización del semen congelado:

El requerimiento de un mayor número de espermatozoides por dosis de inseminación (5-6

millones de spz.) en comparación con el fresco/refrigerado (2-3 millones de spz.).

El elevado coste del proceso, ya que implica la adquisición de un equipamiento de labora-

torio mucho más caro y una formación complementaria del personal.

La carencia de análisis de laboratorio que determinen de una forma precisa la calidad

seminal, lo cual es un obstáculo a la hora de relacionar la viabilidad in vitro con la fertilidad

in vivo.

El momento crítico de la inseminación, puesto que el rango �fértil� de los espermatozoides

descongelados es considerablemente menor que en el semen fresco/refrigerado.

La gran variación existente entre razas y entre verracos en relación con la supervivencia

espermática al proceso.
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Para poder lograr resultados aceptables en la criopreservación de semen porcino, es funda-

mental conocer los factores que afectan a la supervivencia y al mantenimiento de la capacidad

fecundante de los espermatozoides tras el proceso. Estos factores pueden ser internos, o inherentes

al espermatozoide, como demuestra la alta variabilidad existente entre razas o entre individuos

(Medrano y Holt, 1998; Gadea, 2004; Holt et al., 2005; Roca et al., 2006a), o externos, como la

composición de los medios empleados, la elección del agente crioprotector (y su concentración),

la velocidad de enfriamiento, el tiempo de estabilización del semen, los envases empleados, o el

método de congelación y descongelación utilizado (Johnson et al., 2000). Es en estos últimos fac-

tores en los que se han introducido a lo largo de los últimos años avances signi�cativos, mediante

actuaciones sobre la curva de congelación (Murgas et al., 2001; Ruiz et al., 2002), las condiciones

óptimas para la descongelación (Selles et al., 2003), la composición de los diluyentes (fundamen-

talmente mediante la incorporación de sustancias con carácter antioxidante [Peña et al., 2003b;

Roca et al., 2004]), los envases de congelación (Eriksson y Rodríguez-Martínez, 2000b; 2000a;

Saravia et al., 2005) o la aplicación de la dosis seminal (Roca et al., 2000b), entre otros aspectos,

llegando a conseguir resultados prometedores.

No obstante, la amplia variabilidad existente entre razas e individuos limita enormemente

estos progresos, ya que el sector más importante de la ganadería española, que presenta una

contribución económica del 33% a la producción �nal ganadera (MAPA, 2006), no puede con-

formarse con resultados individuales altos, mientras el promedio obtenido por el conjunto de la

población sigue manteniéndose en un rango insu�ciente desde el punto de vista económico para

su aplicación comercial. Es por esto por lo que la identi�cación de aquellos verracos con una

buena capacidad para la congelación seminal resulta de gran interés, aunque hasta el momento

la selección de machos en el sector porcino, a diferencia de lo ocurrido en el ganado vacuno de le-

che, no se ha basado nunca en este criterio, sino que se ha efectuado con base en los rendimientos

productivos de la descendencia (índices de crecimiento y conversión, conformación, característi-

cas de la canal, etc.), siempre y cuando, como es lógico, se mantuviesen unos mínimos de calidad

seminal que aseguraran el rendimiento reproductivo.

La única clasi�cación que se viene realizando tradicionalmente, en vista del desconocimiento

existente acerca de las causas de la variabilidad individual, ha consistido en englobar a los machos

en las categorías de �buenos congeladores� o �malos congeladores� (Watson, 1995; Medrano et al.,

2002b; Roca et al., 2006a). Thurston et al. (2002) han evidenciado principios con base genética

que justi�can esta variabilidad, lo que conduciría a la detección de aquellos animales con buena

capacidad de congelación mediante el uso de marcadores genéticos, pero hasta que esta nueva

alternativa sea una realidad, sería conveniente que esta selección se basara en análisis seminales

simples, que traten de determinar, de la forma más precisa posible, la viabilidad espermática

posdescongelación.

Con carácter general, el objetivo de este trabajo es determinar la e�cacia de sencillas prue-

bas de laboratorio, como aquellas que se emplean de forma rutinaria en cualquier Centro de IA

comercial, o de otras basadas en la resistencia de los espermatozoides a un determinado estrés

(osmótico, por calor, o por frío) en la predicción de la supervivencia espermática al proceso de

criopreservación, así como establecer la importancia que presenta la movilidad espermática en
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1. Introducción y objetivos

dicha predicción, mediante el estudio de los parámetros cinéticos analizados, bien de forma indi-

vidual, o bien conjunta a través del estudio de subpoblaciones espermáticas.

Con carácter secundario, resulta interesante evaluar otros aspectos:

Describir los patrones cinéticos que presentan los espermatozoides en el semen fresco y

establecer la distribución subpoblacional de los mismos, para posteriormente determinar

los cambios que experimentan tras el proceso de congelación/descongelación, después de la

realización de un choque por frío o durante la permanencia varias horas a una temperatura

elevada.

Estudiar la variabilidad individual y de la raza en todos estos procesos, así como determinar

la in�uencia de la aptitud para la congelación de los eyaculados en los resultados de las

diferentes pruebas.

Profundizar en los aspectos que in�uyen en la resistencia de los espermatozoides al choque

a frigore.

Establecer la importancia del tiempo de estabilización de los espermatozoides en el pro-

tocolo de criopreservación, estudiando el efecto de varios tiempos preestablecidos en la

viabilidad espermática posdescongelación.
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2. Revisión bibliográfica

2.1. Criopreservación de semen.

2.1.1. Introducción.

2.1.1.1. Nacimiento y desarrollo de la técnica.

La primera anotación recogida en torno a la preservación seminal mediante el enfriamiento

fue realizada por Lázaro Spallanzani en 1776, que comprobó que las células espermáticas de

humano, de caballo y de rana, pasaban a un estado de inactividad tras enfriar las muestras

con nieve durante algo más de 30 minutos, pero mantenían la capacidad de ser revividas con

posterioridad; desde entonces, la disminución térmica ha sido el recurso de referencia para reducir

la actividad metabólica de los espermatozoides, incrementando con ello su vida útil (Bwanga,

1991).

Para encontrar una de las primeras referencias a la preservación seminal por debajo de 0ºC

ha de transcurrir casi un siglo, cuando Paolo Mantegazza comprueba en 1866 que las células

espermáticas de humano eran capaces de sobrevivir a una congelación a -17 ºC, aunque el desa-

rrollo de este método de conservación no empezará a fraguarse hasta mediados del siglo XX,

cuando en 1949 el equipo del Dr. Christopher Polge, en Cambridge (Reino Unido), emplea por

primera vez con éxito el glicerol como agente crioprotector de los espermatozoides, en concreto

de gallo, comprobando dos años más tarde que los espermatozoides descongelados mantenían su

capacidad fecundante (Polge, 1951, citado en Watson [1990]). La importancia del descubrimien-

to de esta sustancia como crioprotector espermático radica en que ha permitido el nacimiento y

desarrollo de la criopreservación seminal, ya que abrió nuevos horizontes para la aplicación de la

inseminación arti�cial (IA), tanto en humano como en las especies animales de interés zootécnico,

posibilitando la conservación durante largos periodos de tiempo, dado que, hasta ese momento

la IA sólo había conseguido implantarse entre las especies ganaderas de una forma aceptable en

el bovino con semen refrigerado, que mantenía su capacidad fecundante por un espacio de cuatro

días (Watson, 1990).

Durante la siguiente década se suceden las experiencias de congelación con semen de otras

especies, produciéndose en 1950 la primera congelación en caballo (Watson, 1990); por aquel

entonces también se realizaban pruebas en toro, que dieron lugar al nacimiento de la primera cría

con semen congelado en 1951 (Curry, 2000); en cambio, la obtención de descendencia de equino

no se consiguió hasta 1957 (Curry, 2000); los primeros ensayos en morueco y en verraco son de

1956 (Watson, 1990), pero los primeros nacimientos no se lograron hasta 1967 (Curry, 2000) y

1970 (Polge et al., 1970), respectivamente. Por otro lado, en humano las primeras referencias que

recogen nacimientos de bebés utilizando semen descongelado datan de 1953.

El gran interés inicial que suscitó esta técnica se ha mantenido con los años y el extenso

trabajo experimental realizado ha conseguido grandes avances, haciendo que en la actualidad

contemos con métodos mucho más apropiados de dilución, de envasado, de congelación o de

descongelación para el semen de las diferentes especies (Watson, 1995; Curry, 2000); no obstante,

parece que únicamente la especie bovina es la que ha conseguido incorporar con éxito esta técnica

al campo de la IA comercial (Polge et al., 1970; Iritani, 1980; Curry, 2000) y en este éxito
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2.1 Criopreservación de semen.

ha podido jugar un papel importante la posible coyuntura socioeconómica favorable de esta

especie, evidenciada en el gran interés mostrado desde un primer momento por la implantación

de la criopreservación seminal en este sector, que habría permitido la disposición de su�cientes

recursos económicos para investigación y, por ende, la consecución de un desarrollo más temprano

de la técnica en esta especie, por lo que no sería casual que sea en ella donde han aparecido los

primeros diluyentes especí�cos para congelación o se han obtenido los primeros descendientes con

semen descongelado, junto con los de humano. No obstante, la implantación a nivel comercial

no responde exclusivamente a esta supuesta coyuntura favorable; de hecho, la especie porcina,

con características socioeconómicas similares, vio limitado su desarrollo al quedar acaparada la

atención de los investigadores por la gran la demanda desatada por parte de los ganaderos de

bovino con los buenos resultados obtenidos (Polge, 1956); y es que para que una determinada

técnica tenga éxito desde un punto de vista comercial, es necesario que se obtengan con ella

resultados equiparables a los de las técnicas empleadas con anterioridad (Curry, 2000), en este

caso la monta natural o la IA con semen refrigerado, lo cual hasta el momento, sólo se ha podido

conseguir en el bovino dentro de las especies de ganado de renta.

La criopreservación de semen también se ha llevado a cabo en numerosas especies de mamí-

feros, aves, reptiles y peces (Curry, 2000) sin una �nalidad comercial prioritaria, sino con el �n

de conservar los recursos genéticos de animales en peligro de extinción (Holt y Pickard, 1999;

Yoshida, 2000; Delgado, 2000).

2.1.1.2. Panorama de la criopreservación en la especie porcina.

Desarrollo histórico.

Las primeras experiencias de criopreservación seminal en porcino se realizaron en 1956 y con-

tinuaron desarrollándose durante la década de los 60 con resultados bastante satisfactorios en

cuanto a la supervivencia celular se re�ere (revisado por Polge et al., 1970), no así en cuanto a los

resultados de fertilidad; en 1970 se lograron resultados similares a los obtenidos con semen fresco,

pero realizando la deposición directa de los espermatozoides en el oviducto, pues si las células

espermáticas se inoculaban vía cervical o en el extremo de los cuernos uterinos no prosperaban

(Polge et al., 1970), lo cual fue achacado por los autores al daño que la congelación provocaba

en la membrana espermática, que favorecería la destrucción celular por parte de los leucocitos

durante el transcurso de los espermatozoides por el útero. No obstante, un año después, en 1971,

aparecen tres métodos de congelación para los espermatozoides de porcino que sí conseguían

mantener la fertilidad tras una IA intracervical (Crabo y Einarsson, 1971; Graham et al., 1971:

Pursel y Johnson, 1971 [citados en Bwanga, 1991]), y a partir de ellos se produjo un continuo y

creciente interés por desarrollar metodologías que permitieran la aplicación de la criopreservación

en el ámbito comercial, lo que propició la aparición de numerosos y exitosos procedimientos en

los siguientes quince años.

En 1975 se publican dos metodologías que han sido el referente de prácticamente todas las

utilizadas hasta el día de hoy; por un lado, en EEUU, Pursel y Johnson (1975a) con un método

de congelación en pastillas o �pellets� y, por otro, en Alemania, Westendorf y sus colaboradores
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(1975) mediante un novedoso sistema de envasado en pajuelas; ambos métodos presentan dife-

rencias evidentes pero coinciden en la utilización de diluyentes caracterizados por la presencia de

yema de huevo y de glicerol para la crioprotección de las células, así como por una alta concen-

tración de azúcares y por la adición de un agente detergente (Orvus es Paste). Las importantes

novedades introducidas por Pursel y Johnson no sólo se referían a metodología de congelación

y descongelación, con la que consiguieron un notable incremento de la calidad y capacidad fe-

cundante del semen, sino también a la practicidad del proceso, facilitando en gran medida el

trabajo en los centros que producían el semen congelado y en las granjas donde se realizaban

con él las inseminaciones (Johnson, 1985). Por su parte, el sistema de envasado de semen en

pajuelas de 5 ml ideado por el equipo de Westendorf para proceder a su congelación en vapores

estáticos de nitrógeno revolucionó el sector, aunque esta idea ya había sido mencionada diez

años antes para semen de toro (Watson, 1990). Posteriormente, Paquignon y Courot (1976) y

Larsson et al. (1977) proponen dos nuevos procedimientos prácticos de congelación en pastillas

sobre nieve carbónica, que no tuvieron éxito en el ámbito comercial, al decantarse los ganade-

ros por los dos anteriores (Johnson, 1985), que al mismo tiempo fueron la base del abundante

trabajo experimental llevado a cabo por la comunidad cientí�ca en los años venideros, con el �n

primordial de conseguir optimizar las condiciones de congelación y descongelación, así como me-

jorar la practicidad en el uso del semen congelado [ver, por ejemplo, Hammitt y Martin (1989);

Fiser y Fairfull (1990); Bwanga et al. (1991b); Berger y Fischerleitner (1992); Fiser et al. (1993);

Eriksson y Rodríguez-Martínez (2000b),(2000a); Saravia et al. (2005)] .

Situación actual.

La utilización de semen congelado en el sector porcino sigue siendo en la actualidad muy re-

ducida, prácticamente anecdótica, si la comparamos con el porcentaje de inseminaciones que se

realizan con dosis frescas/refrigeradas, si bien hay que tener en cuenta que éste último también

muestra variaciones notables en función del país al que nos re�ramos (tabla 2.1). Por su parte, en

cuanto a la elaboración y utilización de las dosis congeladas, Wagner y Tibier (2000) recogieron la

existencia de un cierto desfase entre ambas, pues mientras el 60% de las mismas eran producidas

en EEUU y el 40% restante en Europa, los porcentajes en cuanto a su utilización ya no coinci-

dían, variando notablemente al aparecer una amplia lista de terceros países a los que se habían

exportado, fundamentalmente las dosis producidas en EEUU, donde el comercio exterior de dosis

seminales ha caracterizado desde hace unos años la producción de semen congelado en la espe-

cie porcina (Reed, 1985; Almlid y Hofmo, 1996); en concreto, en 1991 los EEUU exportaron la

mitad de las dosis congeladas producidas (Crabo, 1991), y en 1998 únicamente se contabilizaron

1000 inseminaciones a pesar de que se elaboraron en torno a 10000 dosis (Wagner y Tibier, 2000).

Esta escasa utilización del semen congelado en el ámbito comercial se debe principalmente

a que su rendimiento productivo es muy inferior al del semen fresco/refrigerado, ya que se ha

determinado que disminuye de forma considerable, tanto el porcentaje de partos obtenidos, que

es en torno a un 20% menos (Johnson, 1985), como el número de lechones nacidos, en torno

a 2 ó 3 menos (Hofmo y Almlid, 1991). Además, la aparición de nuevos diluyentes mejorados

11



2.1 Criopreservación de semen.

ha permitido incrementar el periodo de tiempo de preservación de la capacidad fecundante del

semen refrigerado, a temperaturas entre 15 y 20 ºC, de 3 ó 4 días a 6 ó 7 (Dube et al., 2004; Vyt

et al., 2004a), posibilitando la creación de redes de distribución de semen que proporcionan a los

ganaderos la obtención de resultados similares a los de la monta natural pero con las innumerables

ventajas que la IA tiene sobre ésta.

País nº Cerdas % IA Refrigerado

China 39.500.000 30

Vietnam 2.806.000 70

Filipinas 1.091.000 55

Japón 991.000 10

Rep. Corea 671.000 15

EEUU 6.216.000 55

Brasil 3.100.000 20

Canadá 1.238.000 55

México 1 085 000 30

Alemania 2.630.000 70

España 2.172.000 90

Polonia 1.951.000 40

Francia 1.588.000 65

Holanda 1.342.000 90

Dinamarca 1.250.000 70

Italia 850.000 40

Reino Unido 770.000 35

Australia 280.000 35

Tabla 2.1: Porcentaje de inseminaciones utilizando se-
men refrigerado en los países con más censo de porcino.

No obstante, existen otras muchas

causas que van a limitar la utilización de

las dosis seminales criopreservadas en el

ganado porcino, como son el requerimien-

to de un mayor número de espermatozoi-

des por dosis de inseminación, el elevado

coste del proceso, la ausencia de análisis

de laboratorio que determinen de una for-

ma precisa la calidad seminal, la dismi-

nución de la vida fértil de los espermato-

zoides descongelados o la gran variación

existente entre razas y entre verracos en

relación con la supervivencia espermática

al proceso (Eriksson, 2000). Todos estos

inconvenientes son los que han hecho que

hoy en día la utilización de semen conge-

lado/descongelado en el ganado porcino

se haya reducido, aparte de su uso en in-

vestigación, a la producción en pureza en

las granjas de selección genética, puesto

que en este caso los rendimientos repro-

ductivos, aunque no dejan de ser impor-

tantes, son secundarios con respecto a la

consecución del objetivo primario, que es

la mejora genética de los animales de explotación (Gadea, 2004) o la introducción en otros países

de nuevas líneas selectas de bisabuelos/as y abuelo/as (Almlid y Hofmo, 1996).

Entre los últimos avances logrados para tratar de hacer más rentable este procedimiento,

destaca la utilización de un catéter especial que permite depositar el material seminal más allá

del cuello uterino (Roca et al., 2000b; Vázquez et al., 2000; Martínez et al., 2001), con lo que

se minimizan algunos de los inconvenientes, ya que además de incrementar los porcentajes de

fertilidad (76-80%) y proli�cidad (9,3-9,5 lechones por camada), se consigue reducir el número

de espermatozoides necesarios para llevar a cabo la inseminación (con el consiguiente aumento

del número de dosis producidas y, por ende, la disminución del coste); así, Bolarin et al. (2006)

utilizando este método y con sólo 1000 millones de espermatozoides descongelados por dosis,

obtuvieron notables resultados tanto en fertilidad (70%) como en proli�cidad (9 lechones nacidos

vivos).
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Otra de las líneas de investigación desarrolladas durante los últimos años, que además está

relacionada con la técnica anterior, trata de buscar una mejor sincronización del momento de la

ovulación con la llegada de los espermatozoides descongelados al oviducto, dada la reducida vida

fértil que éstos presentan (Abad et al., 2006).

Últimamente también se ha centrado la atención en los fenómenos relacionados con las es-

pecies reactivas de oxígeno (reactive oxigen species [ROS]), que causan parte de las alteraciones

estructurales y funcionales que sufre el espermatozoide porcino durante los procesos de congela-

ción y descongelación; en este sentido, se han venido utilizando en los diluyentes de congelación

enzimas (superóxido dismutasa [SOD], catalasa) o sustancias antioxidantes (a-tocoferol) con el

�n de proteger, en cierto modo, a las estructuras espermáticas de su efecto nocivo, consiguiendo

con ello implementar no sólo los resultados de motilidad e integridad de las membranas acrosó-

mica y plasmática (Breininger et al., 2005), sino también la capacidad fecundante en pruebas de

fecundación in vitro (Roca et al., 2005).

2.1.2. Efecto de la criopreservación sobre la célula espermática.

La utilización de bajas temperaturas en las técnicas de conservación celular es una práctica

muy difundida, dada la drástica disminución del metabolismo que conlleva (Gao y Critser, 2000);

no obstante, también implica la aparición de efectos deletéreos que pueden llegar a causar incluso

la muerte de la célula (Hammerstedt et al., 1990), o bien producir en ella cambios similares a

los que suceden durante la capacitación espermática (Cormier et al., 1997; Maxwell y Johnson,

1997a; Neild et al., 1999), di�cultando su capacidad para interactuar con el ovocito durante la

fecundación (Rodríguez-Martínez et al., 2000), con lo que esta preservación perdería su �nalidad.

Hammerstedt et al. (1990) dividieron al proceso de criopreservación en cinco etapas en función

de la relación existente entre el tiempo y la temperatura, cada una de las cuales presenta una

relación especial con el metabolismo celular y las características funcionales y estructurales de

las membranas. Estas etapas y sus efectos son los siguientes:

1. Dilución y enfriamiento: produce una alteración de las propiedades físicas de las membranas

celulares.

2. Adición de un agente crioprotector penetrante y envasado: provoca una notable variación

del volumen celular, seguida de una rápida recuperación posterior.

3. Congelación propiamente dicha: altera tanto la estructura de las membranas como el volu-

men celular en un pequeño espacio de tiempo.

4. Almacenamiento: etapa caracterizada por la estabilidad celular.

5. Descongelación e inseminación: recuperación de las características de membrana y del vo-

lumen celular.
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La inexorable aparición de todos estos cambios puede provocar daños que condicionen la

correcta funcionalidad del espermatozoide (Watson, 1995; Gao et al., 1997), así como su super-

vivencia, por lo que el éxito de la criopreservación va a depender notablemente de la capacidad

de adaptación que la célula presente a todas y cada una de estas etapas, y especialmente a algu-

nas de ellas, las que resultan más perjudiciales para la célula; en concreto, la adición del agente

crioprotector (Watson, 2001), tanto por el estrés osmótico que produce como por su toxicidad a

ciertas concentraciones, y las etapas de congelación y descongelación (Watson, 1995), porque en

ellas van a coincidir dos sucesos claramente estresantes como son la formación y disolución de

cristales de hielo y el cambio de temperatura.

2.1.2.1. Efectos del enfriamiento celular.

De forma previa a la realización de la congelación propiamente dicha, la temperatura de la

suspensión espermática se hace descender desde sus valores �siológicos tras el eyaculado a otros

ligeramente superiores a 0 ºC, provocando con este descenso térmico un estado de hipotermia

celular que puede ser muy perjudicial para el espermatozoide (Parks, 1997). La sensibilidad de

la célula espermática a ese estado hipotérmico fue descrita ya en 1934 por Milovanov (citado

en Parks, 1997) al observar que los espermatozoides de toro perdían irreversiblemente la movili-

dad al descender la temperatura hasta valores cercanos a los 0 ºC, denominando a este proceso

�shock por temperatura�. En la actualidad este proceso se conoce como choque a frigore, choque

por frío o cold shock en la literatura anglosajona (Parks, 1997) y hace referencia principalmente

a la susceptibilidad celular frente a un descenso rápido de temperatura (Watson, 1995, Mazur

et al., 2008), aunque hay que tener en cuenta que los daños celulares producidos al someter a las

suspensiones celulares al frío, no sólo van a estar íntimamente relacionados con la velocidad con

la que suceda el descenso térmico, sino también con la temperatura �nal que se alcance. A partir

de esta idea surge el concepto de enfriamiento extremo o chilling injury (Watson, 1990; 1995),

de�nido como el daño o muerte celular ocasionado como consecuencia de la exposición de las

células a bajas temperaturas pero por encima del punto de congelación (Mazur et al., 2008). Si

los espermatozoides son enfriados de forma brusca entre los 20 y los 0 ºC sufrirán una mani�esta

pérdida de integridad de membrana y de sus funciones celulares (Watson, 1995), entre las que

destaca la desaparición irreversible de la capacidad para desplazarse (Mazur et al., 2008), siendo

los efectos más acusados si el rango térmico se sitúa entre los 12 y los 2 ºC (Watson, 1995); en

cambio, si la velocidad de descenso térmico es lenta (<10 ºC/min), esta pérdida de movilidad

se va a ver claramente minimizada, al igual que la severidad y la extensión del resto de lesiones

celulares (Mazur et al., 2008). La implicación del chilling injury en el daño celular por enfria-

miento queda de mani�esto al comprobar que la extensión de las lesiones resulta mayor cuanto

más baja es la temperatura alcanzada por la célula, siendo además proporcional al tiempo de

exposición (Mazur et al., 2008).

A pesar de que estos fenómenos afectan en general a los espermatozoides de todas las especies,

la sensibilidad al enfriamiento varía considerablemente entre ellas (Parks, 1997); así, mientras
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que los espermatozoides de gallo o de humano presentan una alta resistencia al frío, los de verraco

van a mostrar una extremada sensibilidad al descenso térmico. En un término medio, nos vamos

a encontrar con otras especies como la canina o la felina que a pesar de caracterizarse por tener

una resistencia relativamente alta al frío, no llegan a la mostrada en humano o en aves de corral

y, en el lado opuesto, se situarían los espermatozoides de ungulados, como el toro, el morueco o

el caballo, que son considerados altamente sensibles (Watson, 1995), si bien, tampoco llegan a

alcanzar la susceptibilidad mostrada por las células espermáticas del verraco.

Esta diversa resistencia entre especies ha sido atribuida a las características estructura-

les de las membranas celulares, fundamentalmente a las diferencias en su composición lipídica

(De Leeuw et al., 1990a; Parks y Linch, 1992; White, 1993). La pérdida de viabilidad espermá-

tica después de un choque a frigore, que implica indudablemente la ruptura de las membranas

celulares, así como la disminución detectada de fosfolípidos tras este proceso, ha hecho suponer

la importancia de ciertos componentes de membrana, como los fosfolípidos o el colesterol, en la

resistencia al enfriamiento ya que también se les ha atribuido un papel relevante en el manteni-

miento de la integridad estructural de las membranas celulares (White, 1993).

Los fosfolípidos son los componentes mayoritarios de las membranas de los espermatozoides

eyaculados en prácticamente todas las especies animales y, aunque la gran variabilidad existente

en su composición sugiere variaciones en las características estructurales de las membranas, esto

no sería su�ciente para establecer las diferencias de susceptibilidad al frío entre especies (White,

1993); de hecho, nos encontramos con que los espermatozoides de humano y de verraco, a pesar

de mostrar una resistencia al frío diametralmente opuesta, presentan una composición en cuanto

a fosfolípidos similar (White, 1993). Por otro lado, la composición de fosfolípidos de la membrana

plasmática no es necesariamente indicativa de la composición lipídica de otras membranas de la

célula, como la acrosomal, que también resultan notablemente sensibles al descenso de tempera-

tura (Parks et al., 1987, en White, 1993).

Sin embargo, el tipo de ácido graso presente en el fosfolípido y la proporción de colesterol

sí han sido correlacionados con la sensibilidad al choque por frío (Watson, 1990). Atendiendo al

ratio de ácidos grasos insaturados y saturados en los fosfolípidos, los espermatozoides de las dife-

rentes especies pueden dividirse en dos grupos, uno con valores cercanos a 1, como en el humano,

el gallo, el perro o el conejo (especies caracterizadas por una alta resistencia al frío), y otro con

valores que oscilan entre el 2,5 y el 3,0, donde se encuadran las células espermáticas del verraco,

del toro o del morueco (especies notablemente más susceptibles que las anteriores) [Watson y

Plummer, 1985; White, 1993]. En cuanto a la proporción de colesterol, se ha determinado que

cuanto menor es el cociente colesterol/fosfolípidos mayor resulta la susceptibilidad al choque por

frío (Watson y Plummer, 1985; De Leeuw et al., 1990b; White, 1993; Parks, 1997). La implica-

ción del colesterol en el mantenimiento y estabilización de las membranas celulares es clara, y su

presencia resulta importante en la cohesión y creación de una cierta impermeabilización de las

membranas, fundamentalmente en aquellas ricas en ácidos grasos poliinsaturados, como se reco-

ge a partir de estudios físico-químicos realizados con modelos de membrana (White, 1993). Su
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implicación sobre la resistencia al frío se pone de mani�esto, por ejemplo, al analizar los cocientes

colesterol/fosfolípidos de los espermatozoides de humano y de verraco, pues mientras en humano

alcanza valores en torno a 0,9 - 1, en verraco permanece sobre el 0,2 (Watson y Plummer, 1985).

La importancia de estos dos componentes es tal que autores como Nikolopoulou et al. (1985)

o De Leeuw et al. (1990b) han llegado a a�rmar que la escasez de moléculas de colesterol y la

abundancia de fosfolípidos con elevado número de insaturaciones podrían ser la causa de la ele-

vada susceptibilidad al enfriamiento que muestra el espermatozoide de verraco. Esta in�uencia

radica en que ambos van a condicionar la facilidad con la que aparecen fenómenos de transición y

separación lateral de fases (Alberts et al., 1989), que son, en de�nitiva, a los que se ha atribuido

el daño que el enfriamiento causa al espermatozoide (Drobnis et al., 1993).

Los fenómenos de transición y separación lateral de fases son el resultado del comporta-

miento termotrópico que presentan los sistemas de membrana que contienen lípidos con ácidos

grasos (Parks, 1997); en estos sistemas, bajo condiciones �siológicas, los lípidos y proteínas se

encuentran íntimamente asociados, pero no por medio de uniones covalentes, lo que permite,

siempre y cuando las temperaturas se sitúen por encima de un valor determinado, una cierta

libertad para el desplazamiento lateral de los primeros. A medida que esta temperatura va des-

cendiendo, ciertos lípidos que forman parte de la membrana pasan de fase líquida a gel (puntos

de fusión); en concreto, van a existir a lo largo de todo el proceso varias temperaturas críticas

en las que se van a producir estos fenómenos de transición de fases y conforme vayan apare-

ciendo se irán formando �parches� geli�cados rodeados de otros fosfolípidos aún en fase líquida,

dado su punto de fusión más bajo, cuyos movimientos laterales van a provocar la agrupación

de aquellos fosfolípidos con puntos de fusión más altos en dominios geli�cados, experimentan-

do la membrana un fenómeno de separación lateral de fases (Alberts et al., 1989) [�gura 2.1].

Figura 2.1: Representación grá�ca del fenómeno de transición de
fases que experimentan los fosfolípidos de membrana. F: fosfolípidos;
P: proteínas; Grupo polar de color oscuro representa los fosfolípidos
que al pasar de un estado normotérmico (N) a otro hipotérmico (H),
forman un parche de fase viscosa (V). (Figura extraída de Parks,
1997).

El carácter deletéreo de este fe-

nómeno radica en el desencade-

namiento de varios sucesos, co-

mo el notable incremento de la

permeabilidad de la membrana

debido a los defectos de ensam-

blaje entre las diferentes fases,

la exclusión de las proteínas es-

tructurales de membrana de las

fases viscosas, lo que alteraría

la correcta funcionalidad de las

mismas dada la importancia de

la interacción lípido/proteína, o

la alteración del transporte de

membrana al complicar la di-

fusibilidad de las proteínas por

la bicapa lipídica (Parks, 1997;
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Peláez et al., 2002). A pesar de que en teoría este fenómeno puede ser revertido con el calen-

tamiento de la célula, se ha determinado que la reversibilidad del mismo va a ser únicamente

parcial, ya que algunas de las consecuencias acaecidas mientras estuvo instaurado no van a poder

ser eliminadas, afectando de forma considerable a la viabilidad celular (De Leeuw et al., 1990b).

La importancia del grado de saturación de los ácidos grasos en la resistencia al descenso tér-

mico parece responder a que la con�guración tridimensional que con�ere la presencia de dobles o

triples enlaces a la estructura molecular, va a di�cultar en gran medida la interacción necesaria

para el �empaquetamiento� de los fosfolípidos en dominios geli�cados, mientras que la presencia

de colesterol complicará el acercamiento de los fosfolípidos necesario para este mismo �n, al in-

terponerse entre las moléculas de éstos (Alberts et al., 1989) [�gura 2.2].

Figura 2.2: Interposición de colesterol entre fosfolípidos de
membrana di�cultando el acercamiento que deben experimentar
éstos para quedar �empaquetados�.

No obstante, el alto contenido

de ácidos grasos insaturados en las

membranas de los espermatozoides

porcinos no va a di�cultar la super-

vivencia al enfriamiento únicamen-

te por su implicación en los fenóme-

nos de transición y separación late-

ral de fases, ya que el incremento de

las ROS, que se ha puesto de ma-

ni�esto, tanto en el enfriamiento ce-

lular (Bilodeau et al., 2000; Chat-

terjee y Gagnon, 2001; Chatterjee

et al., 2001), como en el proceso de la

crioconservación de semen de hom-

bre (Wang et al., 1997), toro (Chat-

terjee y Gagnon, 2001) o cerdo (Cerolini et al., 2001; Maldjian et al., 2005), va a constituir otro

factor importante en el daño celular, dado que las insaturaciones de los ácidos grasos constituti-

vos de los fosfolípidos y el colesterol, son las dianas de las ROS, produciéndose como resultado de

su ataque peróxidos lipídicos y productos de oxidación del colesterol, lo que conlleva un cambio

cuantitativo del plasmalema, al reducirse ambos constituyentes (Álvarez y Storey, 1992, Cerolini

et al., 2001; Maldjian et al., 2005), y una alteración funcional del mismo, al disminuir su �uidez

(Sanocka y Kurpisz, 2004).

El incremento de la permeabilidad del plasmalema originado por los fenómenos de transición

y separación lateral de fases va a ocasionar, entre otras consecuencias, un aumento intracelular de

Ca2+ que, mediante la activación de las proteín-kinasas, desencadenará una cascada de procesos

similares a los de la capacitación espermática (Green y Watson, 2001), que serán responsables

de parte de las alteraciones morfofuncionales que sufren los espermatozoides tras el enfriamiento

y que se engloban bajo la denominación de criocapacitación o capacitation like changes en la

literatura anglosajona. Este proceso ha sido descrito en las células espermáticas de un gran
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número de especies, como la porcina (Watson, 1996; Maxwell y Johnson, 1997a), la bovina

(Cormier et al., 1997), la ovina (Gillan et al., 1997), la equina (Schembre et al., 2002; Thomas

et al., 2006), o incluso en ciertos roedores (Fuller y Whittingham, 1996).

El nombre de criocapacitación responde a que los cambios sucedidos en los espermatozoides

recuerdan, como se ha mencionado, a los que se experimentan en la capacitación �siológica,

donde por la in�uencia de unas condiciones especí�cas en el oviducto de la hembra (secreciones,

interacción del espermatozoide con las células epiteliales, etc.) [Hunter, 1988], se capacita a la

célula espermática para el proceso de fecundación. En la actualidad se conoce que la capacitación

espermática es un proceso de desestabilización del plasmalema caracterizado por la eliminación

o la modi�cación de sustancias adsorbidas en la misma, que provocará un incremento del in�ujo

de iones de calcio al interior de la célula (Yanagimachi, 1988), posibilitando, de este modo, la

aparición de un movimiento de �hiperactivación�, necesario para que el espermatozoide se despla-

ce por los �uidos viscosos del oviducto (Yanagimachi, 1970), así como la preparación del mismo

para sufrir la reacción acrosómica (RA).

La similitud entre los procesos de capacitación �siológica y criocapacitación también se ha

puesto de mani�esto al detectar mediante la utilización de clortetraciclina (CTC) la presencia

de patrones de tinción, en espermatozoides sometidos a un enfriamiento a 5 ºC, similares a los

observados en aquellos otros que han sido incubados en medios capacitantes (Maxwell y Johnson,

1997a), si bien se da por hecho que se trata de dos procesos diferentes, al no ser completamente

similares las vías de regulación de ambos (Bravo et al., 2005; Thomas et al., 2006). No obstante,

a pesar de que existan ciertas diferencias entre estos dos procesos, el resultado �nal va a ser la

desestabilización de la membrana plasmática y el desencadenamiento de la RA (Green y Wat-

son, 2001), lo que supondrá una drástica reducción de la �vida fértil� de los espermatozoides;

este hecho, en el caso de los espermatozoides criocapacitados, va a ser uno de los factores que

determinen la disminución mani�esta de fertilidad característica de este tipo de células, dado

que experimentan dicho cambio fuera del aparato reproductor de la hembra (Green y Watson,

2001; Kaneto et al., 2002). En especies cuyas hembras presentan celos de larga duración (como

la porcina o la equina) este fenómeno se agrava aún más, ya que se di�culta considerablemente

la con�uencia de los dos gametos en el momento óptimo para la fecundación.

Con el �n de hacer frente a los fenómenos dañinos acaecidos durante la criopreservación

seminal, se han venido adoptando una serie de estrategias que intentan adecuar las condiciones

del medio a las características de los espermatozoides, entre las que destacan, la elaboración de

diluyentes de congelación y de descongelación especí�cos para cada especie y la adecuación del

manejo seminal en los protocolos de congelación/descongelación.

En los primeros años de aplicación de la criopreservación en la especie porcina se adaptaron

diluyentes empleados en semen de toro, con resultados poco satisfactorios, lo que incentivó la

investigación y el desarrollo de diluyentes especí�cos para semen porcino. La composición de los

diluyentes elaborados varía notablemente de unos a otros, por lo que no resulta apropiada la uti-

lización de un determinado medio para una técnica diferente de aquella para la que fue diseñado

(Paquignon, 1985), si bien presentan una serie de características comunes, como pueden ser la
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incorporación de agentes crioprotectores o de sustancias amortiguadoras o tampón.

Con el paso de los años se han ido identi�cando diferentes compuestos que, incorporados

a los diluyentes, han colaborado en la minimización del efecto de algunos de los procesos que

incurren en la criopreservación seminal. Para el control del daño ocasionado por el enfriamiento

celular se han venido utilizando con asiduidad una serie de sustancias, entre las que se podría

destacar la yema de huevo que, a pesar de no tener un efecto protector sobre los espermatozoi-

des de verraco tan e�caz como en otras especies, como la bovina o la ovina (Watson, 1990), es

considerado un componente indispensable en los diluyentes crioprotectores de verraco (Bwanga,

1991). La yema de huevo es administrada en los diluyentes de enfriamiento en una proporción de

un 20%, con el �n de prevenir la desestabilización del plasmalema, y aunque se ha comprobado

que posee esta capacidad, el modo en que ejerce dicho efecto protector no está del todo claro

(Watson, 1990; Holt, 2000a), parece ser que es mediante el componente fosfolipídico de la fracción

lipoproteica de baja densidad que contiene, que va a actuar sobre la super�cie de la membrana

plasmática, pero sin provocar cambios en la composición de la misma, por lo que aunque no

consigue impedir la aparición de los fenómenos de transición de fase, sí limita las consecuencias

de éstos. También se ha sugerido que in�uye sobre la permeabilidad de la membrana, al agua

y a otros iones, por medio de la asociación de algún componente con la capa lipídica externa

de la misma, así como mediante la activación de las bombas de iones a través de la adenilato

ciclasa (AC) intracelular (Peláez, 2003). Esta modi�cación de la permeabilidad del plasmalema

podría afectar al comportamiento osmótico de la célula variando su respuesta frente a situacio-

nes de estrés osmótico como la adición de glicerol o la congelación y descongelación (Holt, 2000a).

Otra sustancia que ha demostrado poseer propiedades bene�ciosas en el control del enfria-

miento espermático es el Dodecil Sulfato Sódico (Orvus es Paste); se trata de un detergente

sintético con propiedades surfactantes cuyo efecto protector sólo ocurre en combinación con la

yema de huevo (Johnson et al., 2000), ya que se presupone que modi�ca las partículas de ésta

para incrementar su e�cacia en la interacción con la membrana plasmática (Holt, 2000a). Su

incorporación se efectúa fundamentalmente en diluyentes de criopreservación de equino y de por-

cino (Watson, 1990), con concentraciones que van del 0,5 al 2% (Bwanga, 1991).

Otras moléculas que están siendo empleadas con cierta frecuencia en el control del enfria-

miento de las muestras celulares son las ciclodextrinas; se trata de oligómeros cíclicos de glucosa

que forman complejos solubles en agua con otras moléculas orgánicas que por sí mismas no lo

son y pueden ser usadas para aportar colesterol a la membrana plasmática (Purdy y Graham,

2004b), de modo que, por medio de ciclodextrinas cargadas con colesterol, se ha conseguido pro-

teger de forma e�ciente a los espermatozoides de porcino frente al choque por frío (Bailey et al.,

2008), o implementar la supervivencia espermática al proceso de criopreservación en semen ovino

y bovino (Bailey et al., 2003; Purdy y Graham, 2004a; 2004b).

La incorporación de colesterol a la membrana espermática no sólo ha incrementado la super-

vivencia al enfriamiento, sino que también ha reducido la aparición de fenómenos de criocapa-
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citación y de reacciones acrosómicas espontáneas (Galantino-Homer et al., 2006), al compensar

la disminución en el contenido de colesterol que sucede durante el enfriamiento (Maldjian et al.,

2005; Bailey et al., 2008), dado que éste, a la postre, supondrá el desencadenamiento de la cas-

cada de cambios iónicos intracelulares que, a través de vías de señalización intracelular, como la

fosforilación de la tirosina, desencadenará la llamada criocapacitación y la aparición de la RA

(Visconti et al., 1999a). A este respecto, la utilización de ciclodextrinas cargadas con colesterol

previene la aparición de la fosfoproteína p32, un marcador bioquímico del daño producido por el

choque por frío, que está altamente relacionado con la viabilidad post-choque y la aparición de

reacciones acrosómicas espontáneas (Galantino-Homer et al., 2006).

El elevado contenido de ácidos grasos insaturados presente en las membranas de los esper-

matozoides de verraco, hace que el control del estrés oxidativo resultante del incremento de ROS

generadas durante el enfriamiento sea de gran importancia. Se han empleado multitud de sus-

tancias con poder antioxidante con el �n de reducir este fenómeno claramente perjudicial para

las células, tanto sobre la integridad de las membranas y el mantenimiento de la movilidad ce-

lular, como sobre la aparición de fenómenos de capacitación/criocapacitación; en concreto, la

utilización de Hidroxitolueno Butilado (BHT) en el medio de dilución proporciona a los esper-

matozoides de verraco un incremento de movilidad y de integridad acrosómica tras un choque por

frío a 5 ºC (Stewart, 1951 [en Grossfeld et al., 2008]; Roca et al., 2004), además de reducir consi-

derablemente la peroxidación lipídica y de permitir un mayor desarrollo embrionario en muestras

descongeladas, mediante su adición al diluyente de congelación (Grossfeld et al., 2008). También

se han recogido resultados satisfactorios en porcino al emplear otras sustancias antioxidantes en

el medio de congelación, como pueden ser la Catalasa, en combinación o no con la Superóxido

Dismutasa (SOD) [Roca et al., 2005], el a- Tocoferol (Polge, 1956 citado en Grossfeld et al., 2008])

o el Trolox (Beconi et al., 1991; Beconi et al., 1993 [citados en Grossfeld et al., 2008]; Peña et al.,

2003b; 2004). En otras especies también se ha conseguido implementar la calidad de las muestras

descongeladas mediante la adición de este tipo de sustancias en los diluyentes de congelación, si

bien su e�cacia varía en función de la especie y la sustancia empleada; así, en bovino, moléculas

como la Catalasa (White, 1993), el Glutatión Reducido (GSH) [Chatterjee et al., 2001], la SOD

(Lindemann et al., 1988) o la vitamina E (Aitken et al., 1989 en Grossfeld et al., 2008) han mos-

trado su e�cacia; en humano se han observado buenos resultados con la utilización de la vitamina

E (de Lamirande y Gagnon, 1992), mientras que en equino no se ha visto incrementada con la adi-

ción al diluyente de congelación de sustancias como la SOD, el GSH, la catalasa o el a- Tocoferol

(Dukelow y Graham, 1962, en Grossfeld et al., 2008), la calidad posdescongelado de las muestras.

A parte de la administración de ciertas sustancias a los medios de dilución, se pueden llevar

a cabo una serie de medidas con el �n de incrementar la resistencia espermática al enfriamiento,

entre las que destacan, por un lado, el mencionado control de la velocidad de enfriamiento, para

tratar de reducir la extensión y severidad de las lesiones realizando un descenso de temperatura

lento (Woelders et al., 2005), y por otro, el establecimiento de un tiempo de espera de varias

horas antes de la reducción térmica por debajo de los 15 ºC (Watson, 1979; Pursel y Park, 1985;

Watson, 1990), dado el incremento de la resistencia al enfriamiento que experimenta el esper-
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matozoide a medida que va transcurriendo el tiempo a temperatura ambiente (15-30 ºC) [Pursel

et al., 1972b; Pursel et al., 1973; Tamuli y Watson, 1992; Nath et al., 1994]; se desconoce el

mecanismo por el que éste se produce y aunque se ha considerado una característica inherente a

la célula, se ha determinado que está in�uenciado por otros factores externos, como pueden ser la

composición o el pH del diluyente (Pursel et al., 1972a; 1972b) o la presencia del plasma seminal

(Johnson et al., 2000). Este fenómeno no ocurre únicamente en el semen porcino, también ha sido

descrito en el de toro o el de morueco (Watson y Plummer, 1985; Watson, 1990), y a pesar de

que su efecto en estas especies resulta bastante menos pronunciado, también se suele incluir esta

pausa como parte importante de los protocolos de criopreservación habituales. Su inclusión en

los protocolos empleados para el semen de verraco resulta esencial, pues se ha comprobado que

se reducen considerablemente los daños celulares (Maxwell y Johnson, 1997a); suele establecerse

con una duración entre las 2 y las 4,5 horas, generalmente en presencia de plasma seminal (Bwan-

ga, 1991), aunque no está del todo aclarado cuál es el periodo óptimo, puesto que en estudios

posteriores se observó que la resistencia al enfriamiento iba incrementándose hasta las 16 horas

(Tamuli y Watson, 1994a), lo que proporciona un aumento de la calidad seminal posdescongelado

(Kotzias-Bandeira et al., 1997; Eriksson et al., 2001), pero sin un re�ejo positivo claro sobre la

capacidad fecundante del semen (Eriksson et al., 2001).

2.1.2.2. Efectos de la formación y disolución de hielo.

Por lo que respecta a las fases de congelación y descongelación, las teorías propuestas pa-

ra explicar el daño celular hacen referencia a las consecuencias de la formación de hielo y su

disolución, que dependen, respectivamente, de las velocidades de enfriamiento y calentamiento

(Watson, 1995).

En cuanto a la formación de hielo, podemos aplicar el siguiente modelo genérico, descrito

por Mazur (1985), a la hora de explicar los fenómenos que se producen en la célula espermática

durante el proceso de congelación (�gura 2.3):

Por encima de -5 ºC, ni las células ni el medio extracelular presentan indicios de conge-

lación, pues los agentes crioprotectores que se añaden al medio disminuyen el punto de

fusión; ambos, se mantienen en estado de �superenfriamiento� (supercooling en la literatu-

ra anglosajona), una situación inestable determinada por la presencia de agua en estado

líquido a temperaturas inferiores a los 0 ºC.

Entre -5 y -15 ºC empiezan a formarse de manera espontánea los primeros cristales de hielo

en el medio extracelular, mientras que el interior de la célula permanece aún en estado de

superenfriamiento, pues la membrana plasmática evita que los cristales extracelulares de

hielo penetren en el citoplasma a través de sus poros acuosos, impidiendo así que crezcan

en el espacio intracelular. La cristalización parcial extracelular reduce la cantidad de agua

disponible para solubilizar los solutos, por lo que al aumentar la concentración de éstos,

el agua intracelular, no congelada, �uirá hacia el exterior para equilibrar las presiones

osmóticas a uno y otro lado del plasmalema y como consecuencia de ello, la célula comenzará

a experimentar un proceso de deshidratación.
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Figura 2.3: Representación esquemática de los fenómenos físicos
que experimentan la célula y el medio que la rodea durante el proceso
de criopreservación, según sea la velocidad de enfriamiento. (Figura
extraída de Gao y Critser, 2000).

Los acontecimientos pos-

teriores dependen de la rapidez

con que las células sean conge-

ladas, pues el grado de permea-

bilidad de la membrana plasmá-

tica al agua varía en función de

la temperatura, de forma que la

velocidad de enfriamiento con-

dicionará el tiempo durante el

cual el agua puede �uir a tra-

vés de la membrana. Podemos

diferenciar los fenómenos que se

producirán según que el ritmo

de enfriamiento sea lento o rápido. Si el ritmo de enfriamiento resulta lento, se tardará en al-

canzar la temperatura en la que la membrana se hace impermeable al agua, por lo que la célula

contará con tiempo su�ciente para deshidratarse; a medida que el agua �uye del compartimen-

to intracelular, la concentración de solutos en el interior de la célula aumenta, y el estado de

superenfriamiento desaparece, de forma que la célula se deshidrata pero no se congela. Por el

contrario, si la temperatura desciende de modo rápido, la célula se hace relativamente impermea-

ble al agua en poco tiempo, y al no �uir ésta con la su�ciente rapidez como para que se alcance

el equilibrio osmótico en el tiempo disponible, existirá un �exceso� de hidratación en la célula

que va a mantener el estado de superenfriamiento, lo cual conduce eventualmente a la formación

de hielo intracelular como solución �nal para alcanzar el equilibrio osmótico.

En de�nitiva, el estrés que el proceso de congelación causa a la estructura de la célula está

relacionado con la circulación del agua a través de la membrana y la deshidratación, así como

con la posibilidad de que se forme hielo intracelular si el enfriamiento es rápido; del mismo modo,

se ha de suponer la existencia de un proceso inverso en la descongelación (Watson, 1995).

In�uencia de la velocidad de enfriamiento. Cuando tienen lugar descensos rápidos de

temperatura, el fenómeno físico más destacable es la formación de cristales de hielo en el espacio

intracelular, hecho que provoca la aparición de severas lesiones o incluso la muerte de la célula

(Mazur, 1985; De Leeuw et al., 1990b). No obstante, las consecuencias de este fenómeno dependen

del tamaño de los cristales que se formen, lo cual va a depender a su vez del ritmo de enfriamiento

mantenido: rápido, que conduce a la formación de cristales voluminosos, o muy rápido, con el

que se forman cristales de pequeño tamaño (microcristales), que por lo general no se consideran

dañinos (De Leeuw et al., 1990b). Por el contrario, aunque el proceso de deshidratación que

acompaña a la congelación lenta se asocia potencialmente con la superviviencia celular (Watson,

1995), velocidades demasiado lentas también provocan alteraciones importantes en la célula, dan-

do lugar a bajos índices de supervivencia (Mazur, 1985). Como se ha demostrado en la práctica,

tanto en las células espermáticas como en otros muchos tipos celulares, existe una velocidad de

enfriamiento considerada óptima, por encima o por debajo de la cual van a ser menos las células
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que sobrevivan al proceso (Mazur, 1985). De esta forma, la representación grá�ca de la relación

entre el porcentaje de supervivencia celular y la velocidad en el descenso de temperatura produce

unas curvas características en forma de �U� invertida, donde el punto más elevado correspondería

a la velocidad considerada óptima; así se ha veri�cado tanto en células espermáticas de algunas

especies (Watson, 1995), como en otros muchos tipos celulares (�gura 2.4) [Gao et al., 1997].

Figura 2.4: Relación entre el porcentaje de super-
vivencia y la velocidad de enfriamiento en tres ti-
pos celulares (forma de �U� invertida). �Stem cells�
hace referencia a células de médula ósea de ratón;
�Hamster cells� hace referencia a ovocitos de hams-
ter; �RBC� se re�ere a eritrocitos humanos (Figura
extraída de Gao y Critser, 2000).

Ya en 1965 Mazur explicó los motivos que sub-

yacen bajo este comportamiento, proponien-

do que existían dos factores responsables que

mostraban tendencias opuestas en su relación

de dependencia con la velocidad de enfriamien-

to; así, en esta �teoría de los dos factores�

(�gura 2.5), a velocidades más lentas que la

óptima las células quedan expuestas durante

demasiado tiempo a los llamados �efectos so-

lución�, que son todas las propiedades de la

solución extracelular que se modi�can a medi-

da que se produce la formación de hielo (au-

mento de la concentración salina, aumento de

la osmolaridad, cambios de pH, alteración de

la composición de la solución, puesto que las

sales alcanzan su nivel de saturación y preci-

pitan, etc.); en cambio, a velocidades de enfriamiento por encima de la óptima, no hay su�ciente

tiempo para que el agua salga de la célula, conduciendo a una situación de superenfriamiento,

que aumenta la probabilidad de que se produzca la formación de hielo intracelular, lo que suele

ser letal. Otros autores, no obstante, citados por Woelders (1997), consideran que, más que la

formación de hielo, lo que daña a la célula en este rango de velocidades de enfriamiento es la

rapidez con que se produce la salida de agua, que podría desequilibrar la presión a ambos lados

de la membrana, o también, los extremadamente rápidos cambios de forma, tamaño y ultraes-

tructura de la célula que ocurren como consecuencia de dicho fenómeno.

No obstante, independientemente de la velocidad de enfriamiento que se aplique, la mayoría

de los tipos celulares no sobreviven a la congelación sin un agente crioprotector. La incorpora-

ción de estas sustancias a la suspensión celular modi�ca el trazado de la curva, incrementando el

porcentaje de supervivencia, en un rango determinado de velocidades de enfriamiento respecto

de los valores que se obtienen en su ausencia. Se establece, además, una interacción entre la con-

centración del crioprotector y la velocidad de enfriamiento, de tal manera que la optimización del

proceso, cuando se añaden bajas concentraciones de crioprotector, requiere utilizar velocidades

de enfriamiento más rápidas, y viceversa (Watson, 1990).

La velocidad óptima de enfriamiento oscila entre 10 y 80 ºC/min (Watson, 1995) dependiendo

del tipo celular, y dentro de los espermatozoides, de la especie de procedencia; en concreto, está

entre 30 y 50 ºC/min para el semen de verraco, entre 50 y 60 ºC/min para el de morueco, y
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entre 26 y 52 ºC/min para el de toro (Woelders, 1997).

Figura 2.5: Representación de la �teoría de los dos
factores�, que muestra la in�uencia que ejercen dos
mecanismos letales dependientes de la velocidad de
enfriamiento sobre la supervivencia celular. AB: �su-
pervivencia bajo los efectos solución�; CD: �supervi-
vencia bajo los efectos de la formación intracelular
de hielo�. El trazado AED explicaría las tendencias
observadas en la �gura 2.4 (Figura extraída de Wat-
son, 1990).

Estas diferencias entre tipos celulares su-

gieren que características intrínsecas a la cé-

lula van a in�uir en el trazado de las curvas,

características que se re�eren a factores que

afectan a la facilidad con que el agua puede

salir de la célula, si bien el grado en que és-

ta se pierde está en función del diferencial de

presión osmótica a ambos lados de la mem-

brana y también viene de�nido tanto por el

coe�ciente de permeabilidad al agua del plas-

malema, llamado �conductividad hidráulica�,

a su vez dependiente de la temperatura e in-

�uído por una constante llamada �energía de

activación�, como por el área o super�cie de

la célula. Se han podido formular, entonces,

complejas ecuaciones matemáticas que permi-

ten estimar la medida en que la célula se des-

hidrata bajo unas condiciones determinadas,

así como el volumen de agua que es necesario perder para alcanzar la situación de equilibrio

entre los compartimentos extra e intracelulares. Mediante la combinación de tales fórmulas se

puede llegar a estimar la probabilidad de congelación intracelular como función de la velocidad

de enfriamiento (Mazur, 1985).

A partir de este planteamiento teórico, se han calculado los parámetros biofísicos de interés

para los espermatozoides de unas cuantas especies domésticas [ver, por ejemplo, Watson (1995),

Gao et al. (1997) y Curry (2000)], pero cuando las velocidades óptimas de enfriamiento que

se derivan del cálculo teórico a partir de estos parámetros se comparan con las observaciones

experimentales, los valores no coinciden (Watson, 1995; Holt, 2000a). No obstante, el valor pre-

dictivo de estos modelos ha podido ser testado en una gran variedad de tipos celulares, desde

protoplastos de plantas hasta ovocitos o embriones de mamíferos (Gao et al., 1997; Holt, 2000a),

por lo que se cree que las discrepancias encontradas con el espermatozoide pueden ser debidas a

ciertas peculiaridades que presenta, por ejemplo, a la organización de la membrana plasmática

del espermatozoide en dominios, afectando por tanto al cálculo de la conductividad hidráulica y

de la energía de activación, cuyos valores podrían variar entre dominios, o a que su morfología

es un tanto particular, haciendo complicado el cálculo del área de la membrana con los métodos

que habitualmente se utilizan en otros tipos celulares (Holt, 2000a); Watson (1995), sin embargo,

se ha mostrado más partidario de atribuir las diferencias al hecho de que en esta célula los daños

se producen también a través de otros mecanismos, posiblemente de naturaleza osmótica.
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Efecto de la desaparición del hielo. La supervivencia de las células al proceso de crio-

preservación implica superar con éxito no sólo la etapa de congelación, sino también otra de

descongelación, puesto que durante esta última también pueden producirse efectos con conse-

cuencias letales para la célula, por lo que la efectividad de una congelación bien llevada a la

práctica podría quedar anulada si no se realiza la descongelación de forma adecuada. Más con-

cretamente, se considera que el verdadero desafío al que se enfrenta la célula en el proceso de

criopreservación se encuentra en superar con éxito una franja de temperaturas de -15 a -60 ºC

que afecta muy negativamente a su integridad, y por la que debe pasar en dos ocasiones, una

vez durante el enfriamiento y otra durante la descongelación (Mazur, 1985).

En el proceso de descongelación hay que tener especial cuidado con dos fenómenos que pueden

dañar a los espermatozoides; en primer lugar, si las células se han congelado muy rápidamente y

se produce un calentamiento lento, existirá un fenómeno de �recristalización�, en virtud del cual

los microcristales formados en el interior de la célula tenderán a agruparse y a formar cristales

de mayor tamaño, con un resultado fatal (Mazur, 1985); y en segundo lugar, células congeladas

lentamente en presencia de un crioprotector penetrante, pueden quedar lesionadas mediante es-

trés osmótico si se descongelan demasiado rápido, ante la imposibilidad de que el crioprotector

abandone la célula con la su�ciente rapidez como para mantener el equilibrio osmótico, con el

consiguiente hinchamiento por efecto de la entrada de agua (Watson, 1990). Por tanto, la velo-

cidad óptima de descongelación depende de la pauta de enfriamiento seguida en su momento,

si bien debe representar una situación intermedia entre los dos extremos anteriores, con la que

se minimicen los daños causados por inapropiadas velocidades de transporte de solutos y agua

a través de las membranas, y por el agrupamiento de los microcristales intracelulares de hielo

(Hammerstedt et al., 1990).

También se han constatado desestabilizaciones moleculares en el plasmalema a causa del cam-

bio de temperatura, contribuyendo a la aparición de lesiones durante esta fase; así, Holt et al.

(1992) comprobaron la aparición de alteraciones en la membrana plasmática que se manifestaban

sólo durante esta etapa de descongelación, y para las que sugirieron un mecanismo causal basado

en el fenómeno de transiciones de fase de los lípidos de membrana, resaltando así la importancia

de la descongelación en el ciclo de criopreservación. En esta misma línea, se ha propuesto que

las membranas se desestabilizan inicialmente durante la etapa de congelación, tanto por efecto

de las bajas temperaturas como por la exposición a altas concentraciones salinas, y ello resulta

en una degeneración postdescongelación, al combinarse nuevamente efectos letales de naturaleza

térmica y osmótica (Holt y North, 1994).

A raíz de lo expuesto, parece claro que establecer un correcto control sobre el descenso de la

temperatura va a in�uir positivamente en la calidad posdescongelado del semen. La introducción

de biocongeladores programables para este propósito ha sido determinante, puesto que el méto-

do clásico de congelación en vapores estáticos de nitrógeno, únicamente permitía incrementar o

disminuir la velocidad de congelación mediante el acercamiento o alejamiento de las pajuelas a la

super�cie del nitrógeno líquido (Hofmo y Almlid, 1991). En cambio, la congelación en máquinas
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computarizadas, que para semen de verraco fue introducida por Hammitt y Martin (1989), po-

sibilita establecer unas condiciones exactas de congelación, permitiendo evaluar la importancia

que presentan pequeñas variaciones en la velocidad de enfriamiento sobre la calidad posdescon-

gelado (Hernández et al., 2007b; Medrano et al., 2009); esto ha hecho posible, por ejemplo, el

establecimiento de pausas en el descenso de temperatura mientras dura la meseta del punto

de congelación, lo cual resulta interesante para algunos autores (Park y Pursel, 1985; Peláez,

2003), pero es desaconsejado por otros (Woelders et al., 2005) por la inestabilidad mani�esta

de los espermatozoides a temperaturas por debajo de cero; también ha permitido la aplicación

de diferentes velocidades de enfriamiento para la etapa previa a la cristalización y para la etapa

posterior, teniendo en cuenta que los protocolos habituales recogen que la primera oscile entre 2

y 6 ºC/min (Hofmo y Almlid, 1991; Hernández et al., 2007b), mientras que la segunda suele ser

notablemente superior, con descensos térmicos entre -20 a -80 ºC/min (Bwanga, 1991; Hernández

et al., 2007b; Medrano et al., 2009). Este control sobre la velocidad de enfriamiento va a permitir

condicionar la curva de congelación al verraco donante correspondiente, puesto que se ha deter-

minado que la idoneidad de una u otra velocidad, tanto antes como después de la cristalización,

va a depender del animal del que proceda el semen (Hernández et al., 2007b; Medrano et al.,

2009).

Como ya se ha indicado, independientemente del correcto control de las temperaturas, la

supervivencia de las células espermáticas suele estar ligada a la utilización de crioprotectores

(Watson, 1990), clasi�cados comúnmente en dos tipos, penetrantes y no penetrantes. El segundo

de ellos lo forman moléculas que ejercen su efecto protector sin necesidad de traspasar al interior

de la célula, como la polivinil pirrolidona (PVP) o, fundamentalmente, diversos tipos de azúcares

como la glucosa, la lactosa o, en menor medida, la fructosa (Bwanga, 1991), al actuar, presumi-

blemente, promoviendo la deshidratación de la célula por mecanismos osmóticos, incrementando

con ello el porcentaje de agua no congelada a una temperatura dada y reduciendo la concentra-

ción de solutos en la fracción acuosa extracelular (Holt, 2000a). Este tipo de crioprotectores van

a resultar menos e�caces que los penetrantes, sobre todo cuando las velocidades de enfriamiento

son altas, ya que el tiempo disponible para que se elimine agua del interior de la célula es limi-

tado (Watson, 1990). Otro tipo de crioprotectores no penetrantes los forman compuestos como

la glicina betaina, la prolina o la trehalosa, de los que se supone que interactúan directamente

con los lípidos y proteínas de membrana modi�cando el comportamiento de transición de fase y

estado de hidratación (Holt, 2000a).

Dentro de los penetrantes destaca el glicerol, que resulta el compuesto más e�caz tanto para

el semen de verraco (Watson, 1990) como para la mayoría de las especies (Curry, 2000); también

integra este grupo otros crioprotectores como el metanol, el dimetilsulfóxido (DMSO), el etilen-

glicol u otros polialcoholes. En cuanto a su mecanismo de acción, varios son los propuestos; en

primer lugar, el glicerol y algunos otros azúcares son polialcoholes, teniendo con ello la capacidad

de formar puentes de hidrógeno con los grupos polares de los lípidos de membrana en condiciones

de deshidratación, sustituyendo así a las moléculas de agua que son las que establecen dichos

puentes en situaciones normales, hecho que resulta extremadamente importante para la esta-

bilidad de la membrana (Woelders, 1997). En segundo lugar, se especula con las propiedades
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�captadoras de agua� del glicerol que incrementarían la fracción acuosa sin congelar del medio

extracelular a una determinada temperatura, viéndose así disminuida la concentración de solutos

y, por ende, disminuidas las consecuencias del �efecto solución� (Watson, 1990). Sin embargo, no

queda claro el porqué de la mayor efectividad del glicerol con respecto a otros crioprotectores; a

este respecto, Curry (2000) hipotetiza con la relación existente entre esta sustancia y la Aquapo-

rina AQP7, presente en la membrana plasmática, que va a facilitar la entrada del glicerol en la

célula al actuar como ruta especí�ca para esta sustancia; de hecho, las membranas espermáticas

de especies caracterizadas por una alta permeabilidad al agua y una baja energía de activación,

donde destaca la presencia del canal AQP7, van a ser las que mejor respondan al glicerol. Por

el contrario, otras especies como el conejo, caracterizadas por lo opuesto (relativamente baja

permeabilidad al agua y alta energía de activación) el glicerol no va a ser el crioprotector de

elección, sino el DMSO, posiblemente por la escasez de canales AQP7.

A pesar de la importancia del glicerol en la criopreservación seminal de la mayoría de las

especies, los diluyentes empleados no sólo van a incorporar un crioprotector penetrante, sino

que incluyen de forma sistemática otros no penetrantes, como la lactosa, que colaboran a la

deshidratación celular y a la disminución de la concentración de sales en la fracción acuosa

extracelular (Holt, 2000a).

A pesar de la importancia que presenta el glicerol en la criopreservación del semen de verraco,

su efecto y la concentración a la que es incorporado a los diluyentes va a resultar otro factor

claramente estresante para las células espermáticas, como se mencionará en el epígrafe 2.1.2.3.

En otro orden de cosas, las características geométricas de los envases en los que se deposi-

ta el semen de forma previa a su congelación también in�uyen de forma notable en la calidad

posdescongelado. Durante el proceso de congelación, cuando tiene lugar la cristalización tras la

situación de superenfriamiento, aparece un efecto rebote en la temperatura de la muestra, debido

a que la cristalización es un proceso exotérmico que libera el llamado �calor latente de fusión�

aumentando la temperatura del interior del envase de forma brusca (�gura 2.6); hasta que se

produce la disipación completa de este calor, la temperatura de la muestra va a dejar de discurrir

de forma paralela a la de la curva establecida, determinando la llamada �meseta del punto de

congelación�, siendo la duración de este lapso de tiempo claramente perjudicial para la super-

vivencia espermática (Holt, 2000a), considerándose, por algunos autores (Pursel y Park, 1985),

como el periodo en que aparecen la mayor parte de las lesiones generadas en el espermatozoide.

De este modo, la elección del tipo de envase va a presentar una gran importancia en la

calidad �nal de las muestras, en concreto, resulta determinante el valor de la ratio super�-

cie/volumen que éstos presenten. A este respecto, Bwanga et al. (1990) analizaron el compor-

tamiento criobiológico de muestras envasadas en minipajuelas (0,25 ml) y en maxipajuelas (5

ml) bajo condiciones controladas de congelación, comprobando que la disipación del calor la-

tente de fusión en las segundas era mucho más lenta que en las primeras y, además, que la

congelación no iba a ser uniforme en todo el espesor de la pajuela, registrándose en el centro

de la misma una curva de congelación muy distinta a la que se producía en la super�cie, con

diferencias de temperatura de más de 40 ºC al �nalizar la meseta del punto de congelación.
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6

Historically, inducing nucleation by introducing a
“seed” ice crystal or other nucleating agent has
given rise to the term seeding. A variety of other
methods have been employed to induce freezing:
contact with a cold material, mechanical vibration,
and rapid temperature reduction until ice nucleation
occurs. The later approach is often used in commer-
cial controlled rate freezers.

Because freezing is an exothermic process, heat
release, known as the latent heat of fusion or crys-
tallization, during ice formation must be conducted
away from the material being frozen. The rate of
cooling from the sample nucleation temperature to -
40C (-40F) or lower is most carefully controlled. We
recommend going well below that temperature to -
90C (-130F) to reduce the risks of sample warming
during transfer from the controlled rate freezer to
your storage freezer.

➢ Note that even though uniform cooling rates are
effective for a variety of freezing applications, non-
uniform rates may need to be developed   for some
cells and tissues if adequate viability is not obtained.

Optimal slow cooling conditions resulting in retained
cell viability are defined by the cooling rate that per-
mits some cell shrinkage (dehydration) without the
formation of significant amounts of intracellular ice.
Tolerances for cell shrinkage and intracellular ice for-
mation vary between cell and tissue types. Ice for-
mation in slowly cooled systems usually initiates in the
extracellular solution surrounding the biological material.

Because ice is pure water, as ice formation occurs,
the concentration of solute outside the cells increas-
es and the cells begin to lose water by   osmosis
resulting in cell shrinkage. Cell damage that occurs
during freezing may correlate with solute concentra-
tion changes. Lovelock demonstrated that hemolysis
of frozen erythrocytes could be reproduced by expo-
sure to salt concentrations equivalent to those expe-
rienced at successively lower temperatures during
the freezing process (Lovelock 1953).

In contrast, some biological systems may be rela-
tively resistant to solute effects. Schneider and
Mazur reported that eight-cell embryos were not
affected by the high concentrations of salts pro-
duced by freezing (Schneider and Mazur 1987).
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Figure 2.  Schematic cooling curves showing the exothermic latent heat evolution of a sample after nucleation

501255_txt  7/19/07  3:25 PM  Page 10

Figura 2.6: Esquema de la curva de enfriamiento registrada
por una muestra seminal en el interior de un envase de congela-
ción como consecuencia del fenómeno de cristalización. Imagen
tomada de Cryopreservation manual: a guide to cryopreserva-
tion techniques (distribuido por ThermoForma, Marietta, OH,
USA).

Weitze et al. (1988), por su parte,

constatan, además de las diferencias

en las curvas de congelación en fun-

ción de la geometría del envase, di-

ferencias en la curva de descongela-

ción, atribuyéndolas a la conductivi-

dad especí�ca del calor y a la ratio

super�cie/volumen de las pajuelas.

Así, estos autores consideraban que

los envases más voluminosos (5 ml)

son inapropiados, puesto que la des-

congelación no se realiza en ellos de

forma simultánea, sino que la región

periférica será la primera en descon-

gelarse y, dada la menor conductivi-

dad del agua frente al hielo, la pro-

pagación del calor hacia el centro de

la muestra va a verse claramente ra-

lentizada, comprometiendo con ello

su descongelación, ya que la veloci-

dad de descongelación de la región periférica de estas pajuelas es 3,75 veces más rápida que la

observada en el centro de la pajuela (Hofmo y Almlid, 1991), con diferencias de temperatura

entre ellas de hasta 15 ºC (Bwanga et al., 1990); en consecuencia, para conseguir una desconge-

lación completa del centro de la pajuela se va a requerir un mayor tiempo de descongelación, lo

cual implica un tiempo de exposición excesivo de las células espermáticas de las zonas periféricas

(Peláez, 2003).

Para evitar esta circunstancia resulta aconsejable la utilización de envases con un menor

volumen, como las minipajuelas (de 0,25 ó de 0,5 ml) o las pajuelas planas, ya que proporcionan

una mayor supervivencia espermática que las maxipajuelas (Bwanga et al., 1990), si bien esto,

fundamentalmente a nivel de campo, no está exento de inconvenientes, debido al requerimiento

de un gran número de pajuelas para constituir una única dosis seminal. A este respecto, se han

desarrollado nuevos tipos de envase que persiguen aunar una gran relación super�cie/volumen con

una mayor capacidad que las minipajuelas, posibilitando el contenido de una dosis completa en su

interior; así, inicialmente surgieron las bolsas plásticas que, con su gran super�cie mantenían un

mayor porcentaje de espermatozoides móviles y acrosomas intactos tras la descongelación que las

maxipajuelas (Simmet, 1993 en Eriksson, 2000), si bien no consiguieron desplazar la utilización

de las maxipajuelas por su inadaptabilidad para los contenedores de almacenamiento habituales

(Eriksson, 2000). Posteriormente, se ha desarrollado otro tipo de envase que sí ha tenido más

aceptación, el FlatPack, obteniendo con él excelentes rendimientos reproductivos tanto de calidad

seminal posdescongelado (Eriksson y Rodríguez-Martínez, 2000b; Eriksson et al., 2001), como de

fertilidad y proli�cidad en granjas (Eriksson y Rodríguez-Martínez, 1999; Eriksson et al., 2002).
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Como se ha indicado, otro de los factores más deletéreos va a ser la exposición celular al

superenfriamiento, y para minimizar sus efectos se suele realizar una maniobra llamada seeding

o, lo que es lo mismo, la inducción de la formación arti�cial de núcleos de cristalización. Esta

técnica ha sido empleada de forma rutinaria en los protocolos de criopreservación de multitud de

células, con la �nalidad de evitar el citado superenfriamiento y la cristalización del agua intrace-

lular (Fiser et al., 1991). Su ejecución se ha realizado tradicionalmente tocando las pajuelas con

una pinza que previamente se ha enfriado con su inmersión en nitrógeno líquido, si bien, hoy en

día, se efectúa de forma automática por los biocongeladores programables en el momento en el

que la temperatura está ligeramente por encima del punto de congelación (Cabodevila y Teruel,

2001).

El hecho de que la velocidad de enfriamiento in�uya en la dinámica de crecimiento de los

cristales de hielo, así como en el grado de eliminación del agua del interior del espermatozoide,

hace que la inducción de la cristalización afecte de forma diferente a los métodos de enfriamiento

rápidos y a los que son más lentos, y es en estos últimos donde los criobiólogos recomiendan ac-

tivamente la utilización de este proceso (Fiser et al., 1991). Una lenta velocidad de enfriamiento

entre los 5 y -5 ºC, fundamentalmente si el tamaño del envase di�culta la disipación del calor,

implica una mayor exposición al estado de superenfriamiento, y una propagación de la cristali-

zación notablemente más lenta e irregular (Woelders et al., 2005), modi�cándose la morfología

de los cristales de hielo por la formación de agregados y fusiones entre ellos (Fiser et al., 1991),

pudiendo lesionar la célula por su mayor tamaño e irregularidad.

Estudios recientes (Woelders et al., 2005) basados en la criomicroscopía han conferido una

mayor importancia a la realización de esta técnica de la que ya se le había otorgado con ante-

rioridad, observando una mayor supervivencia celular y una notable resistencia de la membrana

acrosómica a la criopreservación, si bien recalcan, una vez más, la importancia del tipo de envase

para que la propagación de la cristalización sea lo más rápida posible, puesto que se aprecian

diferencias de 11 ºC entre la parte de las pajuelas donde se induce el seeding y su opuesta.

Para minimizar estas diferencias, los citados autores proponen la utilización de otros dispositi-

vos, basados en la con�guración empleada por Beckmann sobre leucocitos, en los que las pajuelas

se van a deslizar por un bloque de metal que presenta un gradiente de temperatura continuo a

lo largo de su longitud, de tal forma que el diferencial térmico existente en un determinado cen-

tímetro puede ser completamente distinto del que presenta el centímetro siguiente. Las pajuelas

se desplazan con una velocidad lineal por dicho bloque de tal forma que todos sus segmentos van

a experimentar idéntica secuencia de acontecimientos, presentando la misma relación térmica

con el exterior de la pajuela y con los segmentos vecinos en cada posición y temperatura. Esto

signi�cará que todo el material seminal tendrá la misma velocidad de enfriamiento reduciendo

con ello la exposición al superenfriamiento de ciertas porciones de la pajuela.

La elección correcta del protocolo de descongelación a utilizar va a resultar una de las de-

cisiones que, a la postre, más in�uye en la calidad de las muestras posdescongelado. El método

empleado en la descongelación de las pajuelas, bolsas planas u otros envases como el FlatPack
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consiste en la inmersión de las mismas en un baño termostático un determinado tiempo y a una

temperatura concreta, si bien, para poder establecer unas condiciones óptimas de descongelación

no sólo hay que tener muy en cuenta la velocidad de descongelación sino también la de congelación

(y la in�uencia del envase utilizado sobre ambas) además de la concentración del crioprotector

(Mazur, 1985), siendo, para el espermatozoide de verraco, ampliamente estudiada la interacción

entre estas tres variables por Fiser y Fairfull (1990) y Fiser et al. (1993). Estos autores llegan a la

conclusión de que con la utilización de pajuelas de 0,5 ml, el mejor porcentaje tanto de movilidad

como de integridad acrosómica se consigue con una concentración de glicerol del 3% además de

con una velocidad de congelación (entre 0 y -50 ºC) de 30 ºC/min y de descongelación de 1200

ºC/min. Por su parte, si las condiciones de congelación se caracterizan por la utilización de un

3% de glicerol y de una curva de congelación multifásica, en la que la temperatura descendía

suavemente (3 ºC/min) en el intervalo que va de los 5 ºC a los -6 ºC y, tras mantener una pausa

de un minuto a esta temperatura, pasaba a un ritmo de 20 ºC/min hasta los -100 ºC, Bwanga

et al. (1991a) proponen una descongelación de 25 segundos a 50 ºC, si el envasado se realizaba

en bolsas planas y Fiser y Fairfull (1990) de 8 segundos a 60 ºC para la utilización de minipa-

juelas de 0,5 ml. Si la opción son los envases de 5 ml, bien maxipajuelas o FlatPacks, parece ser

más recomendable velocidades de enfriamiento de unos 50 ºC/min y concentraciones de glicerol

de en torno al 3%, procediendo a descongelar el material seminal a 50 ºC durante 13 segun-

dos, lo que equivaldría a 900 ºC/min. (Eriksson y Rodríguez-Martínez, 2000b); mientras que

para el envasado en minipajuelas de 0,25 ml Woelders y den Besten (1993) recogen una veloci-

dad de congelación idónea también de 50 ºC/min pero, en este caso, con sólo un 1,5% de glicerol.

Parece ser que, a pesar de las diferencias observadas en las conclusiones de los citados traba-

jos, tanto en las minipajuelas como en los envases de gran capacidad, la velocidad de enfriamiento

se sitúa entre los 30 y los 50 ºC/min, mostrando una cierta tolerancia en un rango de velocidades

en torno a la óptima (Watson, 1979). A su vez, parece claro el interés de que también la veloci-

dad de descongelación sea elevada, al existir varios trabajos que recomiendan la de 1200 ºC/min

(Salamon et al., 1973; Pursel y Johnson, 1976; Fiser et al., 1993); no obstante, la velocidad de

descongelación no sigue una relación lineal con la supervivencia espermática como demuestran

los resultados recogidos por Eriksson y Rodríguez-Martínez (2000b), para los que velocidades de

descongelación más elevadas no mostraron mayores promedios de espermatozoides viables, lo que

sugiere la existencia de una velocidad de descongelación óptima para cada envase y cada ritmo

de enfriamiento, con la que se ve minimizado el riesgo de recristalización durante el descongelado

y por encima de la cual no se produce un incremento de la calidad espermática (Eriksson, 2000).

2.1.2.3. Efectos de la adición del agente crioprotector.

A pesar de que la presencia de crioprotectores en los diluyentes de congelación es práctica-

mente imprescindible para conseguir la viabilidad posdescongelado de los espermatozoides, su

adición no va a carecer de inconvenientes. Por una parte, la adición de crioprotectores no pe-

netrantes puede acarrear alteraciones en la membrana plasmática o incrementar en exceso la
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concentración de solutos en el medio extracelular (Barbas y Mascarenhas, 2009), si bien estos

efectos van a ser mucho menos dañinos que los del glicerol, a pesar de la mayor e�cacia mostrada

por éste.

Aunque las razones por las cuales los espermatozoides reducen su capacidad fecundante al

permanecer en contacto con concentraciones elevadas de glicerol no están aún bien identi�cadas

(Paquignon, 1985), se cree que los efectos deletéreos con toda probabilidad son debidos principal-

mente a la acción tóxica y al estrés osmótico que esta sustancia ejerce sobre los espermatozoides

(Watson, 2001). Con el �n de minimizar los daños, se ha estipulado que la concentración reco-

mendada de glicerol resulta de 1-2 M, si bien, numerosos estudios han revelado que por encima

de 0,5 M éste ya ejerce un efecto dañino, pareciendo ser, para Watson (1995), más consecuencia

de la citotoxicidad que mani�esta que del posible estrés osmótico al que somete a la célula. Se

han sugerido varias teorías para justi�car esta citotoxicidad; unas que relatan un incremento en

la viscosidad del citoplasma lo que implica una limitación en los procesos de difusión a través

de la membrana (Hammerstedt et al., 1978), otras que sugieren que por medio de la incorpora-

ción del glicerol a la membrana, se van a inducir cambios en la estructura lipídica y, con ello,

la posibilidad de alterar la estabilidad y la permeabilidad al agua de la misma. Por otra parte,

Hammerstedt et al., 1990 argumentaba que el glicerol, en su condición de sustrato, podría alterar

el estado bioenergético del espermatozoide inter�riendo en el balance entre la síntesis y la utili-

zación de ATP, haciendo que se comprometan procesos dependientes de iones lo que provocaría

daños irreversibles en la célula.

La escasa tolerancia al glicerol varía extremadamente entre las especies; así, mientras en

el toro, el morueco o el caballo, se utilizan concentraciones comprendidas entre el 4 y el 9%

(Watson, 1990), la concentración óptima para los espermatozoides de los marsupiales ronda el

20% (Holt, 2000b) o, por el contrario, en otros, como los espermatozoides de verraco (Watson,

1990, 1995; Holt, 2000b) o de ratón (Holt, 2000b), no se recomienda incorporar a los diluyentes

más de un 3 ó un 1,75%, respectivamente, dadas las graves lesiones que se originan a nivel de

ciertas estructuras como el acrosoma; en concreto, en verraco se ha determinado que la integridad

de esta estructura desciende de forma lineal con el incremento de la concentración de glicerol

del 0 al 6%, mientras que, por el contrario, otras características espermáticas como la movilidad

van a verse estimuladas al incrementar dicha sustancia entre un 0 y un 4% (Paquignon, 1985;

Almlid y Johnson, 1988; Fiser et al., 1993; Fiser et al., 1995).

El estrés osmótico al que se re�eren los autores responde a las variaciones osmóticas ocurri-

das tanto por la penetración del crioprotector en la célula, circunstancia que depende del grado

de permeabilidad de la membrana al mismo (Gao et al., 1993a; Watson, 1995), como por su

eliminación (Watson, 2000). A este respecto, Gao et al. (1995) observó en semen humano que la

exposición de los espermatozoides a una concentración 1 M de glicerol añadido en un solo mo-

mento, provocaba variaciones de volumen que excedían los límites tolerables, tanto en la adición

como en la eliminación del crioprotector, por lo que, en ciertas ocasiones, se ha recomendado

añadir el glicerol en varias etapas sucesivas con el �n de reducir el daño celular (Watson, 1995).

Otros factores a tener en cuenta van a ser, por un lado, la temperatura a la que se añade

el glicerol, de la cual parece que va a depender la severidad de este efecto osmótico, como

demuestra el hecho de que la capacidad de fecundación de los espermatozoides se vea mermada
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si la incorporación del crioprotector se realiza a 20 ºC con respecto a si ésta se efectúa a los

5 ºC (Wilmut y Polge, 1974); y por otro, el tiempo de estabilización con el glicerol, ya que,

a pesar de que la penetración en la célula se produce en unos pocos segundos tras su adición,

se ha comprobado que mantener el contacto con los espermatozoides durante un periodo de

2-4 horas puede ser bene�cioso para la supervivencia posdescongelación (Fiser et al., 1995; Yi

et al., 2002), si bien, al existir estudios previos que, por el contrario, lo desaconsejan (Wilmut

y Polge, 1974; Almlid y Johnson, 1988) se ha sugerido que el periodo de estabilización a 5 ºC

es, independientemente de la presencia o no del glicerol, el factor que ha podido incrementar la

supervivencia celular al proceso.

2.1.3. Efectos y consecuencias de la criopreservación sobre la estructura y

funcionalidad celular.

2.1.3.1. Efecto y consecuencias del proceso de criopreservación sobre las membra-

nas.

La conjunción de situaciones estresantes a lo largo de todo el proceso de criopreservación,

tales como la adición de crioprotectores, las variaciones en el volumen celular en respuesta a

cambios osmóticos, la aparición de fenómenos de transición de fases de los fosfolípidos, la for-

mación de especies reactivas de oxígeno o de cristales de hielo o, incluso, el contacto celular con

concentraciones elevadas de solutos, va a determinar que la primera causa de daño celular en la

congelación sea la alteración de la membrana plasmática (Parks y Graham, 1992), que si bien

no es la única membrana celular afectada, ya que se aprecian notables lesiones en otras como

la acrosómica o la mitocondrial (Watson, 1995; Salamon y Maxwell, 2000; Schober et al., 2007),

sí parece ser la estructura espermática más severamente castigada por el proceso de congela-

ción/descongelación (Parks, 1997).

Los efectos del proceso de criopreservación sobre las membranas celulares van a consistir en

la alteración de su estructura (Holt y North, 1984; Watson y Plummer, 1985; Hofmo y Andersen,

1989; De Leeuw et al., 1990a) y en la modi�cación de su composición lipídica y organización

molecular (Hinkovska et al., 1989; Buhr et al., 1994; Boronchuk et al., 1996; Cerolini et al.,

2001), que a su vez, dado el incremento de la permeabilidad que se produce, van a originar la

pérdida de moléculas (ATP, ácidos nucleicos, enzimas) e iones intracelulares (magnesio, potasio),

provocando notables trastornos en el balance iónico (Watson y Plummer, 1985; White, 1993;

Bailey y Buhr, 1995). De esta forma, las lesiones acontecidas en la membrana plasmática, el

acrosoma y las mitocondrias producen como efectos inmediatos la pérdida de la permeabilidad

selectiva del plasmalema (disminuyendo la capacidad para regular la entrada de iones de calcio y

sodio, que se acumulan en el espacio intracelular), la aparición de trastornos en el metabolismo

aerobio (respiración celular) y la glucolisis anaerobia, que limitan las posibilidades de generar

nuevas moléculas de ATP, comprometiendo, como consecuencia de ello, todas aquellas funciones

celulares dependientes de energía, entre las que destaca la motilidad (De Leeuw et al., 1990a;

Bwanga, 1991; White, 1993).

En cuanto a las alteraciones estructurales, varios autores han estudiado los efectos de la
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criopreservación, bajo microscopía electrónica, sobre células espermáticas de diferentes especies

como la ovina (Holt y North, 1984), la bovina y la porcina (De Leeuw et al., 1990a), o incluso del

zorro del Ártico (Hofmo y Andersen, 1989), detectando todos ellos lesiones similares, caracteri-

zadas por agrupaciones de partículas intramembranosas que re�ejan la aparición de separaciones

laterales de fase.

Por su parte, Watson y Plummer (1985), en un estudio detallado de las alteraciones ultra-

estructurales de las membranas plasmática, acrosómica y mitocondrial del espermatozoide de

verraco, exponen que las células criopreservadas presentan, en un alto porcentaje de ellas, des-

prendimientos de la membrana acrosomal externa, acompañados de la pérdida parcial del conte-

nido de la matriz acrosomal, así como soluciones de continuidad en el plasmalema, mientras que

a nivel de la mitocondria el grado de alteración de las lesiones recogidas varía notablemente, si

bien, la intensidad de todas parece depender tanto de la severidad del estrés térmico producido,

como del grado de susceptibilidad de cada estructura, para lo que la membrana plasmática de la

pieza intermedia se ha mostrado, en cierto modo, más resistente.

Los cambios en la composición lipídica de la membrana se van a caracterizar no tanto por

una variación en el contenido de lípidos totales, donde se han podido detectar tanto pérdidas

(Chesmedjieva et al., 1996) como ganancias (Cerolini et al., 2001), como en variaciones en su

composición (Hinkovska et al., 1989; Buhr et al., 1994; Boronchuk et al., 1996), que se han puesto

recientemente de mani�esto en estudios elaborados con Merocianina, que comprueban que dichos

desórdenes lipídicos pueden tener su explicación en la movilización de la fosfatidilserina y fos-

fatidiletanolamina, desde su localización interna en la membrana hacia el exterior de la misma,

como consecuencia del proceso de criocapacitación (Thomas et al., 2006)

La pérdida de enzimas intracelulares, consecuencia de estos trastornos, va a tener una espe-

cial importancia en el devenir de la célula; a este respecto, se han detectado pérdidas de enzimas

como la lactato deshidrogenasa, la glutamato oxaloacético transaminasa, la glucosa fosfato iso-

merasa, la fostatasa alcalina, la superóxido dismutasa, la catalasa o la glutatión peroxidasa en

varias especies de mamíferos domésticos (Watson y Plummer, 1985; Bwanga, 1991; Álvarez y

Storey, 1992; Lasso et al., 1994; Upreti et al., 1996), ocurridas en una o en varias fases del pro-

ceso, pudiendo ser éstas diferentes para cada especie y para cada enzima en cuestión; sea como

fuere, dichas pérdidas repercuten de forma notable en el metabolismo de los carbohidratos, oca-

sionando un descenso importante de los niveles de actividad glucolítica y respiratoria (Watson y

Plummer, 1985). Otro grupo importante de enzimas que ve disminuida su concentración tras la

criopreservación lo conforman moléculas como la superóxido dismutasa, la catalasa y la glutatión

peroxidasa, que se responsabilizan de la metabolización de las ROS (Álvarez y Storey, 1992; Lasso

et al., 1994), lo que va a originar un incremento de los niveles de éstas (Wang et al., 1997; Cerolini

et al., 2001; Chatterjee y Gagnon, 2001; Maldjian et al., 2005), causando alteraciones como la

peroxidación lipídica de componentes de las membranas celulares, alteraciones del citoesqueleto,

inhibición de la unión ovocito-espermatozoide o lesiones en el axonema asociadas con pérdida

de la motilidad espermática (citadas por Breininger et al., 2005); la situación se ve agravada

por la disminución en el medio extracelular de otros compuestos antioxidantes (a-tocoferol, ácido
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ascórbico, taurina, hipotaurina, etc) tras la dilución y/o centrifugación previa a la congelación

en la mayoría de protocolos de criopreservación (Brouwers et al., 2005). Hay que tener en cuenta

que la repercusión de esta pérdida resulta mucho más preocupante en los espermatozoides de

porcino, debido a la alta susceptibilidad que presentan por el elevado contenido en ácidos grasos

insaturados en los lípidos de membrana y a la pobre capacidad antioxidante (Breininger et al.,

2005) que presentan.

Respecto a las alteraciones del balance iónico, se hace referencia a perturbaciones en el equi-

librio de las concentraciones de sodio, zinc y calcio, que se acumulan en el medio intracelular,

y de las de potasio y magnesio, que salen de forma masiva de la célula (Watson y Plummer,

1985). El acúmulo de iones de calcio en el interior de la célula es muy signi�cativo en el verraco

(White, 1993; Bailey y Buhr, 1995), aunque con destacadas diferencias entre individuos (Watson

y Plummer, 1985); en cambio, el grado de alteración del equilibrio de los restantes iones es similar

en los espermatozoides de verraco, morueco y toro (Watson y Plummer, 1985). El incremento de

la concentración del calcio intracelular puede deberse a la alteración de la actividad de la bomba

que la regula (White, 1993), pues con el descenso de temperatura las proteínas de membrana que

funcionan como bomba de iones disminuyen su actividad (Watson y Plummer, 1985) y también

interferirá con los mecanismos de transporte de este elemento la segregación de proteínas, debido

a las separaciones laterales de fase (Watson y Plummer, 1985). No obstante, el enfriamiento no

afecta en todas las especies de igual modo a la capacidad que tiene la célula para regular el

calcio (Bailey y Buhr, 1995), pudiendo entonces el incremento intracelular estar relacionado con

la susceptibilidad a la hipotermia que cada una presente (Watson y Plummer, 1985). Finalmente,

dado el papel que desempeña el calcio en la reacción acrosómica, se ha sugerido que la pérdida

de continuidad y la vesiculización de la membrana, que se observan en la región anterior de la

cabeza espermática, pueden ser consecuencia del acúmulo intracelular de este ión (Parks, 1997).

2.1.3.2. Efectos sobre el citoesqueleto.

Existen evidencias de que determinadas proteínas del citoesqueleto ejercen una función es-

tabilizadora de la membrana plasmática del espermatozoide (Holt y North, 1991), y dado que

muchas de ellas mani�estan un proceso de despolimerización y repolimerización dependiente de

la temperatura (Watson, 1995), aquella podría verse comprometida en caso de que se vieran afec-

tadas por el enfriamiento. Por otro lado, el glicerol altera la polimerización y despolimerización

de los microtúbulos del citoesqueleto, lo cual podría repercutir indirectamente en la membra-

na plasmática; en concreto, los cambios en la estructura de éstos pueden alterar la interacción

que mantienen con las proteínas de la membrana, afectando así al mecanismo de transducción

de señales, o desorganizando la característica estructuración en �dominios� (Parks y Graham,

1992).

Del mismo modo, la rapidez con que se producen cambios en el volumen celular también

tendría consecuencias reseñables sobre el sostén esquelético de las membranas plasmática y acro-

somal, aunque no se ha profundizado mucho en el tema (Watson, 1995). Constituye un dato

reseñable el hecho de que la dimensión de la cabeza espermática in�uye en la alteración estructu-
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ral de la membrana plasmática de la región acrosómica, pues en el espermatozoide de las especies

más vulnerables ésta es alargada y plana, mientras que en las especies resistentes es más pequeña

y convexa. Los elementos estabilizadores del citoesqueleto parecen no estar presentes en la región

anterior de la cabeza, con lo que las consecuencias del enfriamiento serían más graves en las

especies con espermatozoides de cabeza plana y alargada, al ocupar esta región, generalmente,

una mayor super�cie (Watson y Plummer, 1985).

2.1.3.3. Efectos sobre la movilidad celular.

La pérdida de movilidad que experimentan los espermatozoides criopreservados podría ser

debida a los cambios ocurridos en el transporte activo y en la permeabilidad del plasmalema,

así como en la alteración de la disponibilidad energética; algunos autores apuntan que también

podría ser consecuencia de los daños que se producen durante el proceso en los componentes del

axonema (Watson, 1995), si bien esta última posibilidad resulta un tanto controvertida, puesto

que hay otros que no encuentran tales evidencias o que comprueban que esas alteraciones se

revierten con la descongelación (autores citados por Watson, 1995).

Así mismo, esta reducción de movilidad de los espermatozoides criopreservados puede ser

relacionada también con el fenómeno de peroxidación lipídica que se produce en la membrana.

El hecho de que afecte de una manera más intensa a nivel de la pieza intermedia (Brouwers et al.,

2005), hace suponer que va a interferir en la producción energética a través de la respiración oxi-

dativa en las mitocondrias de esa zona; en efecto, se han establecido correlaciones signi�cativas

entre los daños morfológicos de la pieza intermedia y el descenso de la movilidad observado en

la población espermática (Karow, 1997). En esta misma línea, se ha determinado igualmente

la existencia de una elevada correlación entre la formación de ROS y el descenso de movilidad

posdescongelación y entre éste y la pérdida de la superóxido dismutasa [SOD] (Álvarez y Storey,

1992; Brouwers et al., 2005). No obstante, la acción de las ROS no sólo se limita a perjudicar

la producción de energía del espermatozoide criopreservado, sino que también (como citan Brei-

ninger et al., 2005) afecta al citoesqueleto, sumándose a los daños causados por la formación y

la dilución de hielo, lo que repercute directamente en la función motil de la célula espermática.

Las modi�caciones que se producen durante el proceso de criopreservación en la movilidad del

espermatozoide, no son únicamente cuantitativas, sino que también existen cambios cualitativos

en el patrón de movimiento espermático; en concreto, en la etapa en la que se elimina el plas-

ma seminal del eyaculado y en la que tiene lugar la adición del diluyente de refrigeración se ha

observado un incremento de los espermatozoides que presentan una elevada VCL y ALH y un

reducido LIN (Cremades et al., 2005), características que recuerdan a las de los espermatozoides

hiperactivados en la capacitación previa a la fecundación (Schmidt y Kamp, 2004). Estas alte-

raciones en los parámetros de movilidad vienen a re�ejar un proceso parecido a la capacitación

que sufre el espermatatozoide debido posiblemente a la pérdida de factores decapacitantes que

se produciría con la eliminación del plasma seminal en la centrifugación (Mortimer et al., 1998),

así como a los cambios en la membrana plásmatica similares a la capacitación descritos tanto

por Maxwell y Johnson (1997b) como por Green y Watson (2001). No obstante, dicha población

de espermatozoides hiperactivados no aparece tras la descongelación, con lo que se especula que
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los procesos de deterioro de la membrana progresan hasta causar la muerte celular, siendo este

fenómeno otro de los causantes de la drástica caída de la movilidad espermática.

2.1.3.4. Efectos sobre el núcleo de la célula.

En estudios realizados con espermatozoides de humano se ha comprobado que el proceso

de congelación/descongelación altera el estado de condensación de la cromatina nuclear (se di-

ce que se supercondensa) [revisado por Royère et al. (1991)] y como también se ha constatado

que en ovocitos fecundados in vitro con espermatozoides criopreservados se produce un retraso

considerable en la aparición de los pronúcleos, con respecto a los que son fecundados con es-

permatozoides procedentes de eyaculados frescos, podría haber una relación causa-efecto entre

ambos fenómenos, que tendría consecuencias importantes sobre la capacidad fecundante del es-

permatozoide, y quizás también sobre las primeras etapas del desarrollo embrionario (Hamamah

et al., 1991). Estas alteraciones en el núcleo de la célula, que se producen ya desde la misma

etapa de dilución y se acentuan después en la fase de congelación, podrían estar originadas por

movimientos de iones de zinc, o cambios en el equilibrio de los puentes disulfuro o de los grupos

tiol, que afectarían a la relación entre el ADN y las proteínas nucleares (Royère et al., 1991). En

espermatozoides criopreservados de verraco se ha observado igualmente un estado similar de su-

percondensación de la cromatina nuclear (Hamamah et al., 1990), y en algunos estudios (Cairoli

et al., 1991) se relaciona con la capacidad fecundante y/o el desarrollo embrionario, al obtener

embriones menos desarrollados en cerdas inseminadas con semen descongelado; estos autores

atribuyen este hecho al insu�ciente número de espermatozoides en la unión utero-tubárica debi-

do a las alteraciones del transporte espermático, como consecuencia de los daños de membrana,

mientras que Martín-Rillo et al. (1999) asocian este tipo de trastornos a alteraciones en la orga-

nización de la cromatina nuclear, pues la proporción de embriones en estadios menos avanzados

de desarrollo y de embriones degenerados es mayor en las cerdas que habían sido inseminadas

con semen descongelado, en comparación con las que se inseminaron con semen refrigerado, en el

que se evidenciaba una menor condensación de la cromatina; no obstante, estas modi�caciones

no mermaban la capacidad fecundante del espermatozoide.

Otros autores también determinan que el proceso de congelación/descongelación disminuye la

capacidad de fecundación de los espermatozoides mediante la desestabilización de la cromatina,

lo que provocaría un incremento de la susceptibilidad del ADN a la desnaturalización in situ

(Peris et al., 2004); de hecho, se ha determinado que tras la criopreservación la fragmentación

y la oxidación del ADN sufren un incremento signi�cativo en espermatozoides humanos (Zribi

et al., 2008). El daño del ADN espermático ha sido asociado con niveles elevados de ROS en el

semen descongelado (Wang et al., 2003; Zini y Libman, 2006; Li et al., 2007), por lo que mediante

la suplementación con antioxidantes se ha conseguido reducir los niveles de ROS y el daño del

ADN nuclear, lo que conlleva un incremento notable de la calidad de las muestras (Li et al., 2007)

y, consecuentemente, de la fertilidad mostrada por ellas (Gadea et al., 2008). Esta relación entre

el estrés oxidativo y el daño del ADN ha sido sugerida en diversos estudios (Irvine et al., 2000;

Moustafa et al., 2004), dada la capacidad de las ROS de dañar el ADN mitocondrial y nuclear

por medio de alteraciones como la fragmentación, depleciones, modi�caciones de bases u otras
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(Shamsi et al., 2008); de hecho, en varios trabajos se recoge un incremento en la fragmentación del

ADN tras el proceso de criopreservación (Fraser y Strzezek (2007); Zribi et al., 2008), resultando

independiente del medio y del método de congelación utilizados (Fraser y Strzezek, 2007). Por

otro lado, se ha establecido que el sistema de empaquetamiento en protaminas proporciona una

cierta protección frente a la oxidación, por lo que una posible de�ciencia en la protaminación

hace a las células mucho más susceptibles al ataque de estas ROS (Oliva, 2006).

Las causas del daño del ADN no han podido ser esclarecidas completamente, pues mientras

unos autores apuntan a la in�uencia del estrés oxidativo (Thomson et al., 2009), otros consideran

que ésta es menor (Kadirvel et al., 2009) y proponen una incidencia mayoritaria de otros procesos,

como la activación de caspasas y la apoptosis, o la de�ciencia en las enzimas encargadas de reparar

el ADN (Zribi et al., 2008). En este mismo sentido Van der Schans et al. (2000) observaron en

espermatozoides de toro, mediante la utilización de un test de ELISA para medir el daño oxidativo

en la doble hélice del ADN, que éste no se incrementaba tras el proceso de criopreservación.

Asimismo, Flores et al. (2008a) no recogen la aparición de fragmentación tras el proceso de

criopreservación, pero sin embargo sí obtuvieron cambios en la protamina-1-DNA, con los que

justi�can la pérdida de capacidad fecundante debido a la incorrecta formación de la estructura

nuclear que éstos producirían tras la penetración del ovocito. Sea como fuere, aunque parece

claro que la criopreservación va a originar daños a nivel del ADN, posiblemente mediante su

fragmentación o su oxidación, va a ser necesario continuar investigando para dilucidar cuáles son

los mecanismos que los originan.

2.1.3.5. Otros efectos que alteran la capacidad fecundante de los espermatozoides.

Como consecuencia de esta amplia gama de alteraciones que tienen lugar durante el proceso de

criopreservación, en torno al 40 ó 50% de las células espermáticas no consiguen sobrevivir (Wat-

son, 2000), incluso utilizando protocolos optimizados para intentar minimizar los daños (Watson,

1995), pero además, la mayoría de los espermatozoides supervivientes van a presentar caracte-

rísticas distintas a las que tenían con anterioridad al proceso de congelación/descongelación,

que van a repercutir en su capacidad fecundante (Watson, 1995); así, la exposición de los es-

permatozoides a las situaciones de enfriamiento, de adición del crioprotector o de formación o

disolución de hielo, origina en ellos alteraciones de la capacidad motora, así como de�ciencias en

el reconocimiento de receptores y en el mantenimiento de un posterior desarrollo embrionario,

o va a hacer que presenten una alta susceptibilidad a la peroxidación lipídica; en de�nitiva, la

disminución de la capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados va más allá de

la simple reducción de espermatozoides catalogados como �vivos� (Watson, 2000).

Entre todos estos fenómenos que van a interferir de uno u otro modo en la capacidad fecun-

dante, destaca la ostensible reducción del tiempo de supervivencia que sufren los espermatozoides

como consecuencia de modi�caciones estructurales y funcionales acaecidas en el proceso, de tal

forma que éstos no van a ser capaces de mantenerse vivos en el aparato genital de la hembra

durante varios días, como relataba Curry (2000), y de permanecer en el oviducto con un estado

de �competencia funcional� (obtenido a través de la capacitación) cuando se produzca la ovula-

ción. Este conjunto de alteraciones morfofuncionales que sufre el espermatozoide, como hemos
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mencionado con anterioridad, que responde al nombre de criocapacitación o capacitation like

changes, provoca un estado de reactividad similar al observado en la capacitación �siológica, pe-

ro en este caso, desde el mismo momento en el que se produce la descongelación (Watson, 1995;

2000; Curry, 2000), por lo que no es que los espermatozoides presenten una menor capacidad

fecundante, sino que la adquieren en un momento anterior al �siológicamente establecido (Pérez

et al., 1996; Cormier et al., 1997; Rota et al., 1999), lo que va a provocar una caída de la fertilidad

si la inseminación no se efectúa en un momento adecuado para que se produzca un encuentro

rápido entre áquellos y el ovocito.

2.2. Técnicas de contrastación seminal.

2.2.1. Introducción.

Las técnicas de contrastación seminal pretenden establecer la capacidad fecundante de un

determinado eyaculado o de una muestra seminal cualquiera, si bien, hasta el momento nin-

gún test que podamos realizar en un laboratorio lo ha conseguido por sí solo, como demuestran

las bajas correlaciones existentes entre los resultados obtenidos en laboratorio y la fertilidad en

campo (Rodríguez-Martínez, 2003). Esto es, en cierto modo, razonable puesto que el proceso

reproductivo presenta una gran complejidad y su resultado �nal va a estar in�uenciado, además

de por las características de los espermatozoides implicados, por factores condicionantes de la

hembra, por la interacción entre el macho y la hembra, así como por el efecto de la manipulación

humana en el proceso (Colenbrander et al., 2003; González-Urdiales et al., 2006).

Aunque no se pueda determinar con exactitud, por medio de los análisis del semen efectuados

en el laboratorio, la fertilidad que vamos a obtener en las inseminaciones arti�ciales realizadas,

éstos han resultado y resultan imprescindibles a la hora de conocer la calidad de unas muestras

seminales concretas, tanto para establecer el efecto que ejercen sobre ellas determinados factores,

como pueden ser las variaciones de temperatura, los medios arti�ciales de dilución, el paso del

tiempo o ciertos procesos tecnológicos a los que las sometemos (entre los que se encuentra la

criopreservación), como para seleccionar verracos con alta capacidad reproductiva, junto con otras

pruebas como el análisis clínico del aparato reproductor, la evaluación de la líbido y la capacidad

de monta, o el estudio de los datos relativos a las inseminaciones pasadas (Colenbrander et al.,

2003; González-Urdiales et al., 2006).

Los análisis que se realizan de forma rutinaria en los Centros de Inseminación comerciales se

reducen a la valoración de los parámetros que históricamente han estado más considerados (movi-

lidad, morfología celular o estado del acrosoma), además de aquellos que resultan necesarios para

establecer otro factor clave en la fertilidad y proli�cidad, como es el número de espermatozoides

inoculados por inseminación (volumen y concentración del eyaculado). A pesar de que estas va-

loraciones presentan una limitada predicción de la capacidad fecundante, hay que reconocer que

les corresponde una buena parte del éxito que ha supuesto la instauración y generalización de

la IA como técnica reproductiva en numerosas especies, y precisamente con base en los buenos

resultados obtenidos con ésta, se ha de considerar que la valoración seminal habitual es efectiva,
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si bien esta efectividad surge principalmente de la eliminación de aquellos eyaculados con pobres

espermiogramas y que con toda seguridad presentarían fertilidades bajas, estando el contrapunto

en que aquellos otros que muestran buenas características, no nos van a garantizar necesaria-

mente buenos resultados de fertilidad (Colenbrander et al., 2003; Gadea, 2004; 2005).

Hasta el momento, no existen muchos trabajos que correlacionen los parámetros espermáti-

cos con la fertilidad (Gadea et al., 2004b), y en la mayoría de ellos estas correlaciones presentan

pobres signi�caciones estadísticas (Woelders, 1990; Flowers, 2002) o son enormemente variables

dentro de un mismo parámetro, encontrándonos así con coe�cientes que van del 0,15 al 0,83

para el análisis de la movilidad espermática, o del 0,06 al 0,86 para la morfología celular (da-

tos recogidos en Rodríguez-Martínez, 2003). En este sentido, la comunidad cientí�ca continúa

intentando desarrollar pruebas que, mediante la evaluación de ciertas funciones espermáticas,

nos proporcionen correlaciones más estables y contundentes con la fertilidad; así, se han incre-

mentado los estudios de la interacción espermatozoide-ovocito, por medio del desarrollo de la

fecundación in vitro (FIV) [Gadea et al., 1998; Xu et al., 1998; Selles et al., 2003 (citados en

Gadea et al., 2004b)], o de métodos que imitan parcialmente los procesos necesarios para llevar

a cabo la fecundación en el aparato reproductor de la hembra (unión a explantos tubáricos,

unión a la zona pelúcida, contaje de espermatozoides accesorios, penetración de ovocitos, etc.)

[Rodríguez-Martínez, 2006].

En los últimos años, el desarrollo tecnológico ha posibilitado la aparición o el perfecciona-

miento de sistemas como el análisis seminal computarizado, conocidos como sistemas CASA

(Computer-Assisted Semen Analysis), o la citometría de �ujo; esta última permite realizar valo-

raciones simultáneamente (Graham, 2001; Rodríguez-Martínez, 2003; Colenbrander et al., 2003;

Guillan et al., 2005), así como efectuar en un corto intervalo de tiempo el análisis a un número de

células mucho más elevado que el permitido por las técnicas habituales, proporcionando con ello

una mayor �abilidad y exactitud en los resultados. Los sistemas CASA, por su parte, además de

aportar información sobre nuevas características de los espermatozoides, como su cinemática o su

morfometría, han conseguido estandarizar el método de valoración y reducir notablemente, tanto

la subjetividad característica de ciertas valoraciones, como el tiempo empleado en su ejecución,

aparte de que su incorporación, gracias a la evaluación individual de las células espermáticas,

ha cambiado la línea de pensamiento actual, pasando a basar las valoraciones en la presencia de

subpoblaciones espermáticas diferenciadas a partir de una amplia batería de pruebas analíticas

(Soler et al., 2006).

De todas formas, la valoración de parámetros funcionales de forma individual siempre nos

proporcionará únicamente datos parciales sobre la capacidad funcional del espermatozoide, por

lo que el estudio combinado de varios de estos parámetros por medio de un análisis de regresión

múltiple nos posibilitará una mayor aproximación al conocimiento del estado funcional real de

los espermatozoides, resultando, hoy por hoy, la vía más �able y e�caz, tanto para la determi-

nación de animales subfértiles como para la estimación del nivel de fertilidad de los eyaculados

(Rodríguez-Martínez, 2003). Esto es lógico, si tenemos en cuenta que las células espermáticas

necesitan poseer distintas cualidades para llevar a cabo la fecundación de forma correcta, como
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son (Graham, 1996):

Motilidad progresiva.

Morfología normal.

Metabolismo energético activo.

Capacidad para desarrollar una motilidad hiperactivada.

Integridad estructural y funcional de la membrana.

Funcionalidad de las enzimas asociadas con la fecundación.

Capacidad de penetración y transferencia óptima del material genético.

Aunque la valoración de todas y cada una de estas cualidades nos aproximaría mucho al

conocimiento de la capacidad fecundante del semen, a nivel práctico esto no resulta factible, ya

que además de las premisas de objetividad, repetitividad y exactitud que todo análisis seminal

ideal debe cumplir (Rodríguez-Martínez, 2003), hay otras que también son importantes, como

la sencillez, la rapidez y por supuesto la rentabilidad (González-Urdiales et al., 2006), y es muy

difícil que todas se cumplan simultáneamente.

No obstante, conseguir dictaminar que una determinada técnica o que un grupo de técnicas

nos aproxima realmente a la capacidad fecundante, depende en gran medida del diseño de los

experimentos efectuados ya que, en muchos casos, la variabilidad observada en las correlaciones

con la fertilidad puede ser consecuencia de las diferencias existentes entre estudios, bien por una

variación en la época del año, en las técnicas empleadas, etc. Un diseño experimental ideal debe

emplear, tanto un número de inseminaciones su�cientemente grande para que la estimación de

la fertilidad sea �able, como un número de verracos representativo de la población (Pace, 1980),

y también ha de tener en cuenta el número de espermatozoides inoculados en la inseminación,

puesto que se ha de emplear un número que permita detectar variaciones en la calidad cuando

éstas existan; por ello, Pace (1980) considera que muchos de los estudios efectuados deberían

ser reevaluados, ya que al haber utilizado un número células superior al óptimo, habrían queda-

do enmascaradas las posibles de�ciencias de calidad de las muestras, por lo que los resultados

obtenidos no serían concluyentes.

2.2.2. Técnicas de contrastación seminal.

2.2.2.1. Valoración macroscópica del eyaculado.

La valoración macroscópica del eyaculado es la primera valoración que se ha de realizar

tras la recolección del mismo y en ella procederemos a determinar su volumen, así como a

efectuar una evaluación subjetiva de su aspecto, color y olor. El eyaculado ha de presentar un

color blanquecino, lechoso o claro, en función de la concentración espermática, y un olor sui

generis; la presencia de cualquier coloración diferente a ésta o de un olor anormal pueden ser

debidos a la presencia de alteraciones patológicas del tracto genital, como hemorragias (color
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rojizo) o infecciones piógenas (tonalidad parda), o bien a la contaminación del material seminal

en el momento de la eyaculación, generalmente con orina o con secreciones prepuciales (color

amarillento y olor característico a orina) [Martín-Rillo et al., 1996].

2.2.2.2. Cálculo de la concentración espermática.

En 1961, Salisbury y Vandermark (citado en Flowers, 2002), propusieron un modelo en el que,

mediante una curva asintótica entre el número de espermatozoides viables presentes en una dosis

seminal y la fertilidad que se obtiene de ella, se observaba que la fertilidad aumenta a medida

que se incrementa el número de estos espermatozoides, hasta llegar a un nivel óptimo a partir

del cual el incremento de células espermáticas inseminadas ya no representaba un aumento de

la fertilidad. La determinación de este punto óptimo es uno de los aspectos más determinantes

a la hora de rentabilizar el trabajo en un Centro de Inseminación comercial, puesto que permite

conseguir la máxima fertilidad y rentabilidad posibles; por ello es muy importante disponer de

un método de cálculo de concentración muy exacto, que nos permita elaborar el mayor número

de dosis posible sin que disminuya ese valor óptimo (González-Urdiales et al., 2006).

Actualmente existen numerosos procedimientos para este �n, siendo los más utilizados en la

práctica los hematocitómetros o cámaras de recuento celular y los espectrofotómetros o fotoco-

lorímetros (Hafez, 2000; González-Urdiales et al., 2006), y en menor medida, pero cada vez con

más frecuencia, los sistemas basados en el análisis de imagen, como los módulos de concentración

de los sistemas CASA o el sistema recientemente introducido Nucleocounter®, y ya con un uso

muy reducido, limitado exclusivamente a la investigación debido al elevado coste de los aparatos,

se encuentran los citómetros de �ujo y los contadores electrónicos de partículas (Woelders, 1990;

Hafez, 2000; González-Urdiales et al., 2006).

En la super�cie de los hematocitómetros están grabadas una serie de líneas que delimitan

una cuadrícula cuyas divisiones presentan diferentes super�cies, todas ellas, al igual que la altura

de la cámara, conocidas. A partir del número de espermatozoides contabilizados en el interior

de los cuadrados seleccionados, y sabiendo el factor de dilución empleado en la muestra, resulta

muy sencillo conocer la concentración de la misma a partir de la siguiente fórmula:

Nº espermatozoides/µl =
Células contabilizadas

Super�cie(mm2) x Prof. Cámara x Dilución

Este método, si bien es uno de los que más difusión ha tenido, debido a su bajo coste y a que

sólo requiere la supresión de la movilidad espermática de la muestra, para lo cual se emplea una

solución �jadora, presenta algunos inconvenientes, como son el elevado tiempo requerido para

la valoración o la escasa repetitividad entre duplicados, mostrando coe�cientes de variación de

hasta el 12%, mucho mayores que los de otros sistemas como el espectofotómetro (2,9%) o la

citometría de �ujo (2,3%) [Paulenz y Hofmo, 1996], a pesar de lo cual, los hematocitómetros

siguen siendo utilizados como referencia para comparar los resultados del resto de técnicas.

Existen en el mercado numerosas cámaras de recuento celular, siendo las más usadas la

Neubauer, Neubauer improved, Bürker y Makler.
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Los espectrofotómetros y fotocolorímetros miden, en porcentaje, la cantidad de luz que atra-

viesa (transmitancia) o que queda retenida (absorbancia), al incidir un haz de luz sobre una

muestra situada en una cubeta transparente. Se trata de un método de valoración indirecto, por

lo que la densidad óptica obtenida se ha de contrastar con una recta patrón, realizada previa-

mente con diluciones de semen de concentración conocida. Los resultados presentan una alta

correlación con el recuento directo en cámara (Foote et al., 1978; Tejerina et al., 2006b), y una

mayor repetitividad que éste, siendo también un método mucho más rápido y práctico (Boixo

et al., 1987). No obstante, también presenta algún inconveniente, ya que tanto la aglutinación

espermática como la precipitación de algunas proteínas del plasma seminal proporcionan una

cierta heterogenicidad óptica a las muestras y pueden interferir en la medición (Peláez et al.,

1999).

En cuanto a los sistemas basados en la tecnología de análisis de imagen, nos encontramos fun-

damentalmente con los sistemas CASA, cuyos módulos de cálculo de concentración presentan en

su mayoría resultados con una baja correlación con respecto a los obtenidos por los hematocitó-

metros, constatándose diferencias signi�cativas entre ambos métodos en diversos estudios (Chan

et al., 1990; Iguer-ouada y Verstegen, 2001; Tejerina et al., 2006b). Esto podría deberse, según

varios autores, a una sobreestimación motivada por las colisiones producidas entre espermato-

zoides (Coetzee et al., 2001), lo que conlleva a la contabilización repetida de varias células. Para

solventar este error, se aconseja eliminar la capacidad mótil de los espermatozoides mediante la

�jación de las muestras de forma previa al análisis o, con el �n de reducir el número de colisio-

nes, incrementar el factor de dilución de la muestra, aunque este último procedimiento no corrige

completamente dicha sobrestimación (England, 1992) y además puede producir un incremento

del coe�ciente de variación de los resultados obtenidos que tampoco es deseable (Verstegen et al.,

2002). Por otra parte, la presencia de ciertos elementos del tamaño de las células espermáticas

en algunas muestras, como por ejemplo partículas de yema de huevo en el semen criopreservado,

también puede dar lugar a una sobreestimación del cálculo de concentración; para resolver esta

circustancia, la utilización de tinciones de ADN, como el Hoescht 33342, se convierte en una

alternativa más que interesante en la discriminación de los espermatozoides (Boyers et al., 1989;

Farrell et al., 1996). Con base en esta idea, han aparecido sistemas como el Nucleocounter®

que, combinando la tecnología de análisis de imagen de forma similar a los sistemas CASA, pero

identi�cando las células por medio de otra tinción de ADN, el ioduro de propidio, proporcio-

nan resultados similares desde el punto de vista estadístico y claramente correlacionados con los

recuentos de las cámaras (Tejerina et al., 2006b).

2.2.2.3. Evaluación de la movilidad espermática.

La movilidad espermática ha sido el parámetro más utilizado habitualmente para de�nir la

calidad de un eyaculado y su idoneidad para ser usado en la IA, si bien su relación con la fertili-

dad no está muy clara, como se deriva del amplio rango de correlaciones (r=0,15�0,83) descritas

en los diferentes trabajos publicados (Rodríguez-Martínez, 2003); estos valores se encuentran en

muchos casos condicionados por la realización de estimaciones visuales del porcentaje de movili-
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dad espermática, como queda de mani�esto cuando, al utilizar sistemas CASA, que aportan una

mayor objetividad y repetitividad en los resultados, se reduce esta variabilidad y se incrementan

los coe�cientes de correlación al combinar los resultados obtenidos con otros parámetros de cali-

dad seminal (Farrell et al., 1998). La falta de repetitividad habitual en estas valoraciones puede

ser consecuencia de una mala estandarización del protocolo, ya que la movilidad espermática es

extremadamente sensible a ciertos factrores, como la temperatura de la muestra en el momento

de la valoración, el diluyente utilizado, el tiempo empleado en la realización del análisis e incluso,

el volumen de muestra que empleamos en la valoración (profundidad) [Hafez, 2000], si bien, hay

que tener en cuenta que todos estos factores afectan por un igual tanto a las valoraciones visuales

como a las realizadas por medio de sistemas computarizados, como se detallará posteriormente.

A pesar de que el desarrollo de los sistemas computarizados de análisis seminal haya permiti-

do que cada vez estén más presentes en los Centros de Inseminación comerciales de las diferentes

especies zootécnicas, hoy por hoy, la valoración subjetiva sigue siendo el método empleado por

la mayoría de aquellos destinados a la IA porcina.

A partir de la valoración visual (subjetiva) de la movilidad espermática se pueden determinar

dos tipos de motilidad en un eyaculado: la motilidad masal y la motilidad individual.

La motilidad masal re�eja el movimiento de las células espermáticas en su conjunto; para

llevarla a cabo, depositaremos una gota de semen puro sobre un portaobjetos atemperado, ob-

servándola a continuación al microscopio óptico bajo un objetivo de 40 aumentos. Se trata de

una valoración claramente subjetiva, que clasi�ca a los eyaculados en una escala de 0 a 5 en

función del número, densidad y velocidad de movimiento de las ondas o remolinos que se forman

en la super�cie de la gota de semen y que requiere una elevada concentración espermática preci-

samente para que éstos puedan observarse con facilidad y sea posible clasi�car a los eyaculados

en esas seis categorías, por lo que su utilización práctica queda reducida a aquellas especies que

presentan eyaculados con una concentración espermática alta, como sucede en el caso de los

rumiantes (Hafez, 2000; González-Urdiales et al., 2006).

La motilidad individual es de�nida por algunos autores como una valoración semi-cuantitativa

o cuali-cuantitativa (Martín-Rillo et al., 1996; González-Urdiales et al., 2006), ya que, por un

lado, se determina el porcentaje de espermatozoides móviles y por otro, se evalúa, de forma

subjetiva, la calidad del movimiento de los mismos, si bien a nivel práctico la valoración del

porcentaje de espermatozoides con movilidad se realiza de una forma puramente subjetiva, ya

que en realidad no se efectúa un cómputo de las células, sino que se estima un porcentaje tras

observar varios campos de la preparación. Para su realización hemos de diluir previamente una

muestra de semen y depositar una gota entre un portaobjetos y un cubreobjetos debidamente

atemperados; la observación se efectúa bajo microscopia óptica a 100 ó 200 aumentos y, tras

estimar el porcentaje de células móviles, se establece la calidad del movimiento espermático con

base en una escala arbitraria (de 0 a 5) en función de la rapidez y la progresividad de los mismos

(Martín-Rillo et al., 1996; González-Urdiales et al., 2006).
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2.2.2.4. Evaluación de la morfología espermática.

La evaluación de la morfología espermática es un componente importante del espermiogra-

ma, y junto con la valoración de la movilidad, resulta la prueba más determinante a la hora de

establecer la calidad del semen en las valoraciones rutinarias de los Centros de IA comerciales.

Dado que la morfología espermática puede ser indicativa de desviaciones en la espermatogéne-

sis y en la maduración epididimaria, sus resultados convenientemente utilizados pueden emplearse

para establecer pautas de manejo apropiadas, así como para eliminar reproductores con semen

de baja calidad si las alteraciones celulares indican patologías genitales mayores (Rodríguez-

Martínez et al., 2000). Pero cuando los parámetros morfológicos están dentro de unos límites

aceptables, la morfología de la muestra seminal per se ya no nos proporciona, por desgracia, la

información su�ciente para determinar el nivel esperado de fertilidad (Rodríguez-Martínez et al.,

2000; González-Urdiales et al., 2006), apareciendo oscilaciones similares a las observadas con la

movilidad seminal (0,06 - 0,86) en las correlaciones con la fertilidad (Rodríguez-Martínez, 2003).

Se han establecido numerosas clasi�caciones de las anomalías morfológicas de los espermato-

zoides; así, nos encontramos con metodologías que los encuadran en función de la localización de

la alteración (Martín-Rillo, 1982), dividiéndolos en alteraciones de cabeza, de cola o del tracto

intermedio, en función de la capacidad fecundante del espermatozoide que la presente, clasi�-

cándolas en alteraciones mayores (aquellas asociadas con la infertilidad) y menores (las que no

lo están) [Bloom, 1972 (citado en Catena y Cabodevila, 1999)], en función de si es compensable

el efecto deletéreo sobre la fertilidad mediante el incremento del número de espermatozoides en

la dosis seminal, de�niendo así dos tipos, alteraciones compensables o no compensables (Saacke,

1994). Otros autores se decantan por una clasi�cación etiológica, que divide a las anomalías

morfológicas en tres grupos:

Anomalías primarias: aquellas que se producen por alguna de�ciencia producida en la

espermatogénesis; se dividen en especí�cas o no especí�cas, siendo las primeras de origen

genético, mientras que las segundas, las más frecuentes, son de etiología diversa.

Secundarias: aquellas que se producen a nivel del epidídimo; suelen manifestarse mediante

alteraciones a nivel de la cola (colas enrolladas, en �látigo�, etc.), o incluso por la falta de

ésta.

Terciarias: aquellas que se originan por mal manejo del semen en el laboratorio; pueden

ser mecánicas (aparición de cabezas desprendidas de la cola por mala realización de exten-

siones sobre portaobjetos) o físicas/químicas (por descenso brusco de la temperatura, la

composición del diluyente, o por variaciones de pH o de la presión osmótica).

Aunque no se trate de una alteración morfológica, la presencia en un eyaculado de es-

permatozoides con gotas citoplasmáticas ha de tenerse muy en cuenta a la hora de realizar los

espermiogramas a los sementales, ya que su aparición, que es muy frecuente, puede motivar

una reducción en el porcentaje de fertilidad. La gota citoplasmática es un residuo de la esper-

matogénesis que se sitúa en la zona de conexión entre la cabeza y la pieza intermedia (gota
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citoplasmática proximal) y que va deslizándose hasta el anillo de Jensen o zona de unión de la

pieza intermedia con la sección principal de la cola (gota citoplasmática distal), desde donde

acabará desprendiéndose posteriormente (Bonet et al., 1994). Su presencia se relaciona con una

inadecuada maduración de los espermatozoides (Hafez, 2000; Martín-Rillo et al., 1996; Leidl,

1983), si bien, no todas deben considerase a priori anormales, si no que resulta interesante hacer

una distinción entre gotas citoplasmáticas proximales y distales, ya que, se ha determinado que

eyaculados con más de un 5% de gotas citoplasmáticas proximales provocan un descenso de la

fertilidad, y, en cambio, no se ha obtenido una correlación directa entre ese mismo parámetro y

el porcentaje de gotas citoplasmáticas distales (Leidl, 1983).

Existen varios métodos para la valoración morfológica de los espermatozoides. Desde hace

años se vienen utilizando con este �n diferentes tinciones espermáticas, ya sean simples (azul de

metileno, rosa de bengala, hematoxilina, etc.), que proporcionan una distribución homogénea del

colorante en el interior de la célula, permitiéndonos así diferenciar el contorno de la misma al

tener un buen contraste con el fondo del campo de visión, o tinciones dobles que lo que buscan

es visualizar o resaltar partes especí�cas del espermatozoide (William, Giemsa, Karras, etc.)

[García-Artiga et al., 1994]; no obstante, la utilización de este tipo de técnicas puede resultar

lenta y engorrosa.

También se pueden emplear, previa tinción de las muestras, sistemas informatizados de aná-

lisis morfométrico, conocidos por su acrónimo en inglés como ASMA (Automated Semen Morp-

hology Analysis), aunque su uso queda relegado al ámbito de la investigación como consecuencia

del elevado costo de los aparatos y de la lentitud en el proceso (Casey et al., 1997; Tejerina et al.,

2005; García-Herreros et al., 2006).

La microscopía de contraste de fases o, en menor medida, la de contraste diferencial de inter-

ferencia (DIC), son otros dos métodos ampliamente utilizados para realizar estas valoraciones,

dado que permiten observar con nitidez la morfología espermática, siendo necesario únicamen-

te �jar de forma previa la muestra seminal, y además presentan la ventaja de la limpieza y

rapidez del proceso, por lo que resultan los recomendables para los Centros de IA comerciales

(González-Urdiales et al., 2006).

2.2.2.5. Evaluación de la integridad de la membrana plasmática (vitalidad esper-

mática).

La membrana plasmática recubre toda la estructura celular del espermatozoide, delimitando

su extensión y manteniendo las diferencias esenciales entre el contenido del interior de la célula

y el medio extracelular, para lo cual se encarga, principalmente, de mantener el gradiente iónico

y de regular la entrada y salida de sustancias de la célula.

Las funciones del plasmalema son varias, puesto que además de ser considerado como un

�ltro altamente selectivo que controla la entrada de sustancias o nutrientes, como la glucosa o

la fructosa (necesarios para la formación de energía en forma de ATP) y la salida de productos

de desecho, actúa como sensor de señales externas, permitiendo con ello la modi�cación de las

características celulares en función de las condiciones del medio externo (concentración de deter-
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minados iones, presión osmótica, etc.), e incluso establece la intercomunicación con otras células,

por lo que ejerce un papel fundamental para la fecundación, al interaccionar con las células del

aparato reproductor femenino y, posteriormente, con el ovocito (Rodríguez-Martínez, 2001, 2005).

La alteración, ya sea estructural o funcional, de la membrana plasmática supone la pérdida

de la permeabilidad selectiva de la misma, imposibilitando al espermatozoide para mantener las

concentraciones intracelulares de iones, solutos, enzimas y coenzimas, provocando la supresión

del metabolismo energético, lo que conlleva la supresión de la movilidad y, posteriormente, de

todas las funciones vitales (Woelders, 1990), de ahí que a las pruebas que evalúan la integridad

de esta membrana se las denomine también de �vitalidad celular� o pruebas vitales.

Debido a esta importancia que tiene la membrana plasmática en el correcto funcionamiento

de la célula, se han desarrollado multitud de pruebas para determinar su estado, y ello desde

dos perspectivas diferentes, la estructural y la funcional (Peláez, 2003; González-Urdiales et al.,

2006).

Valoración de la integridad estructural del plasmalema.

Se han desarrollado numerosos estudios con el objetivo de analizar la integridad de la membra-

na plasmática desde un punto de vista estructural, recurriendo incluso a su evaluación morfológica

bajo microscopía electrónica de barrido (Bonet et al., 1994) o con técnicas indirectas de medida,

mediante la estimación de la concentración de ATP o de otras enzimas intracelulares en el medio

extracelular (Woelders, 1990). No obstante, ninguno de estos dos métodos ha sido ampliamente

utilizado, ya que el primero implica realizar valoraciones tediosas, lentas y con un coste muy

elevado (González-Urdiales et al., 2006), y aun aportando una información detallada acerca de

los daños in�ingidos a la membrana, éstos, a menos que sean muy severos, no siempre van a

estar correlacionados con la fertilidad (Rodríguez-Martínez, 2005); por su parte, los métodos in-

directos de valoración se basan en el hecho de que la ruptura de la membrana supone la pérdida

de sustancias intracelulares, por lo que su cuanti�cación proporcionaría información relativa a la

severidad del daño, pero los resultados recogidos dependerán en gran medida de las condiciones

experimentales utilizadas (Woelders, 1990), además de que no van a permitir diferenciar qué

células están dañadas y cuáles no (Watson, 1990).

Las técnicas empleadas para este �n que han presentado un mayor interés son, con total

seguridad, las técnicas de tinción, que pueden ser, en función del tipo de colorante utilizado,

convencionales o �uorescentes.

Las técnicas convencionales, comúnmente denominadas tinciones de �vivos/muertos�, se ba-

san en el principio de que los espermatozoides que presentan una membrana plasmática intacta

(vivos) no captan el colorante al impedirlo los mecanismos de permeabilidad selectiva que ésta

ejerce, mientras que las células con ruptura en su plasmalema (muertos), al carecer de ellos,

no pueden evitar que el colorante se introduzca, apareciendo por ello teñidas (Watson, 1990).

Los colorantes empleados para realizar estas tinciones son diversos (García-Artiga et al., 1994),

destacando la Eosina y el Tripán Azul, por su sencillez y e�cacia y por la amplia difusión que
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han tenido.

La utilización de este tipo de técnicas presenta una serie de inconvenientes:

La aparición de espermatozoides parcialmente teñidos, lo cual complica la determinación

de su status (Watson, 1990); algunos autores (Bamba, 1988) proponen que, dado que la

inclusión de algo de colorante en el interior de la célula sería indicativo de un estado inicial

de alteración que, con el tiempo, conllevará una pérdida total de la permeabilidad selectiva

de la membrana, resulta más apropiado considerarlos como �muertos�.

El incremento de la permeabilidad de membrana con la adición de glicerol, que resulta

clave en la valoración de semen criopreservado, ya que puede incrementar arti�cialmente el

porcentaje de espermatozoides dañados [(Mixner y Saro�, 1954) citados en Peláez, 2003].

Las concentraciones excesivas de Eosina pueden resultar citotóxicas, con lo que se podría

estar subestimando la proporción de espermatozoides vivos (Woelders, 1990).

La utilización de técnicas �uorescentes para la evaluación del plasmalema ha eliminado mu-

chos de estos inconvenientes, proporcionando una mayor objetividad a este tipo de valoraciones

(Woelders, 1990). Se han desarrollado una gran variedad de protocolos a partir de esta clase de

sustancias (tablas 2.2 y 2.3), que pueden dividirse en dos grupos teniendo en cuenta su mecanismo

de acción: técnicas de membrana impermeable y de membrana permeable.

Las primeras son las más empleadas en la evaluación estructural de la membrana plasmática

y se basan en un principio similar al de las tinciones convencionales, ya que los �uorocromos

penetran únicamente en aquellas células que presentan un daño en el plasmalema (Silva y Gadella,

2006). Hoy en día suele emplearse �uorocromos con una alta a�nidad por el ADN, como por

ejemplo, el yoduro de propidio (IP), el Hoechst 33258, el YoPro-1, el homodímero de etidio

(HE), etc.

Las técnicas de membrana permeable utilizan �uorocromos que atraviesan la membrana de

los espermatozoides y, una vez en su interior, van a sufrir una desacetilación por esterasas in-

tracelulares, lo cual va a impedir que salgan de nuevo al medio extracelular, acumulándose en el

citoplasma; éste es el caso del Diacetato de Carboxi�uoresceína (DCF) y sus derivados (Gillan

et al., 2005). Otra sustancia �uorescente empleada en este tipo de técnicas es el SYBR-14, que

tiene gran difusión, si bien su mecanismo de acción di�ere del expuesto para el DCF, ya que

penetra únicamente en aquellas células cuyas bombas de iones de la membrana se encuentren

activas, para posteriormente, unirse al ADN celular (Garner et al., 1994).

La utilización de forma combinada de �uorocromos de membrana impermeable y permeable,

que emitan una coloración diferente al incidir sobre ellos un haz de luz con una determinada

longitud de onda, simpli�ca la diferenciación del status de membrana. Se han descrito varios

procedimientos para la evaluación combinada en muchas especies, y en concreto en la porcina se

han utilizado combinaciones como el IP y el DCF (Garner et al., 1986; Harrison y Vickers, 1990),

el SYBR-14 y el IP (Garner et al., 1994; Garner y Johnson, 1995), o el éster de acetilmetilcalceína

(CAM) y el HE (Althouse y Hopkins, 1995).
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La utilización de �uorocromos no sólo permite determinar la integridad de la membrana plas-

mática sino que posibilita conocer incluso su organización interna; tanto el Annexin-V como el

Ro-09-0198, marcados con isotiocianato de �uoresceína (FITC), mediante su unión a la fosfa-

tidilserina dependiente de Ca2+ (Silva y Gadella, 2006) o a la fosfatidiletanolamida (Gadella y

Harrison, 2002), respectivamente, permiten detectar lesiones en el plasmalema de forma tempra-

na como consecuencia de la exteriorización de estas dos sustancias en los estadios iniciales de la

lesión. Con la utilización del Annexin-V se han podido determinar los primeros episodios acaeci-

dos en los cambios en la integridad de la membrana tras el proceso de congelación-descongelación

tanto en el toro (Januskauskas et al., 2003) como en el verraco (Peña et al., 2003a), debido a

que este marcador resulta mucho más sensible que otros a todos los cambios que se producen en

la membrana como consecuencia de la criopreservación, desde la aparición de translocaciones de

fosfatidilserina a la pérdida total de su integridad durante la degeneración celular (Rodríguez-

Martínez, 2003). No obstante, las correlaciones observadas entre los resultados obtenidos con

esta técnica y la fertilidad son muy variables (r=0,30-0,56) entre los diferentes estudios (Anzar

et al., 2002; Januskauskas et al., 2003).

Figura 2.7: Mecanismo de acción de diversas sustancias �uorescentes empleadas en la valoración de la
integridad de la membrana citoplasmática (tomado de Silva y Gadella, 2006).
Sustancias empleadas en valoraciones de membrana impermeable: Homodímero de etidio (EthD-1),
YoPro-1, ioduro de propidio (PI) y el Hoechst H33258.
Sustancias empleadas en valoraciones de membrana permeable: SYBR14.

Valoración de la integridad funcional del plasmalema.

Las células eucariotas presentan una serie de mecanismos para adaptarse y resistir a condicio-

nes adversas del medio que las rodea, por ejemplo, mediante las vías metabólicas relacionadas

con los canales iónicos del tipo ATPasa dependiente o el intercambiador Na+, H+presentes en la

membrana plasmática (Rodríguez et al., 2006) y que regulan parte del intercambio de sustancias

entre el exterior y el interior de la célula. Partiendo de este mecanismo de actuación, las pruebas

funcionales de integridad de membrana evalúan la respuesta de la célula espermática a un estrés
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osmótico estableciendo, en función de cual sea ésta, su capacidad funcional.

Entre las diversas técnicas desarrolladas con este �n, destacan dos por su gran difusión: el

Test de Endósmosis Positiva y el Test de Resistencia Osmótica.

El Test de Endósmosis Positiva, también llamado test de hinchamiento osmótico o celular, y

más comúnmente conocido por sus siglas en inglés como HOST (Hypoosmotic Sweelling Test),

se basa en el principio de que los espermatozoides, como cualquier célula eucariota, cuando se

ven sometidos a un medio hiposmótico (< 300 mOsm/Kg) reaccionan captando agua del medio

extracelular hacia su interior. Esta captación, regulada por las bombas de intercambio hídrico e

iónico, provocará un hinchamiento de las células, que en el caso de los espermatozoides, como

consecuencia de su morfología, se verá re�ejado en un enrollamiento de los �agelos. En esta

prueba se asume que la capacidad de los espermatozoides para retorcer la cola en presencia del

medio hiposmótico es un signo de que el transporte de agua a través de la membrana ocurre

correctamente, por lo que se les presupone tanto integridad de la misma como una actividad

funcional normal (Jeyendran et al., 1984).

Esta técnica fue desarrollada por Jeyendran et al. (1984), en semen humano y posteriormente

se ha adaptado a numerosas especies como la porcina (Vázquez et al., 1997; Pérez-Llano et al.,

1999), la bovina (Correa y Zavos, 1994), la equina (Rowley et al., 1997), la canina (England

y Plummer, 1993; Rodríguez-Gil et al., 1994), la ovina (Söderquist et al., 1997) e incluso para

el semen de trucha (Cabrita et al., 1999). Para su ejecución se procede a incubar a 37 ºC una

muestra seminal en un medio hiposmotico (50-150 mOsm/Kg) durante 30-60 minutos y, una vez

transcurridos, se calcula el promedio de espermatozoides que han sufrido la torsión de la cola.

Pérez-Llano et al. (1998c) redujeron el tiempo de incubación a 5 minutos con el �n de adaptar

la técnica a la rutina de los Centros de IA comerciales y obtuvieron resultados interesantes en

cuanto a su relación con la fertilidad in vivo (Pérez-Llano et al., 2001).

La correlación existente entre la valoración estructural de la membrana mediante tinciones

y el HOST resulta bastante alta, pero éstas no muestran resultados coincidentes, posiblemente

porque evalúan aspectos muy diferentes de la célula (Jeyendran et al., 1984; Vázquez et al., 1997);

como el test de endósmosis positiva siempre presenta valores inferiores a la valoración estructural,

Vázquez et al. (1997) consideran que esta técnica es más sensible que la otra, resultando una

buena herramienta para detectar espermatozoides �subviables� si se efectúa en combinación con

una tinción estructural. Se han descrito buenas correlaciones con la calidad seminal (Vázquez

et al., 1997), con la fertilidad in vitro (r=0,90) mediante el test de penetración de ovocitos de

hamster (Chan et al., 1985), o con la fertilidad in vivo (Takahasi et al., 1990), por lo que parece

ser un método bastante efectivo en la evaluación de la capacidad fecundante del semen; además,

ciertos autores como Watson (1995) y Petzoldt et al. (1996) lo consideran un buen indicador de

la capacidad de criopreservación de los espermatozoides.

El Test de Resistencia Osmótica, más conocido como ORT (Osmotic Resistance Test), es una

prueba que desarrollaron Schilling et al. (1984) con el �n de encontrar una técnica que predijese

la pérdida de la integridad acrosómica tras el proceso de congelación/descongelación o, simple-
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mente, tras el almacenamiento en refrigeración, demostrando que tiene relación con la capacidad

fecundante del semen, llegando a convertirse en una de las pruebas de mayor importancia en la

evaluación de la calidad seminal del verraco (Quintero-Moreno et al., 2004).

Esta técnica se basa en el sometimiento de los espermatozoides a un estrés hiposmótico, de

forma similar al HOST, pero en este caso evaluando la integridad de la vesícula acrosómica.

Para su ejecución se procede a incubar a 37 ºC dos muestras del mismo material seminal en

dos soluciones, una isosmótica (300 mOsm/Kg), durante 15 minutos y otra hiposmótica (50-

150 mOsm/Kg), durante un tiempo variable comprendido entre los 60 y los 120 minutos, y a

continuación se calcula el porcentaje de acrosomas morfológicamente normales en ambas para

establecer una media de las dos muestras; lógicamente, cuanto mayor sea este promedio, mayor

calidad tendrá la muestra.

Aplicando esta prueba al semen porcino se ha conseguido estimar tanto su capacidad fecun-

dante (Schilling et al., 1986) como la capacidad de conservación de un eyaculado (Schilling et al.,

1984; Schilling y Vengust, 1985). Al igual que en el HOST, se ha desarrollado un ORT de corta

duración con el �n de incorporarlo a los Centros de IA comerciales (Pérez-Llano et al., 1998b).

Otra técnica desarrollada para la evaluación funcional de la membrana plasmática en el Test

de Resistencia Hiperosmótica o HRT (Hyperosmotic Resistance Test), que se basa en este mismo

principio de aclimatación de la célula a un cambio osmótico, aunque en este caso empleando una

solución hiperosmótica como medio de estrés. Se ha establecido que la capacidad de resistencia

de los espermatozoides a los cambios súbitos de osmolaridad de esta prueba están relacionados

con la calidad seminal determinada en otras pruebas tanto in vitro como in vivo (Rodríguez

et al., 2006).

2.2.2.6. Evaluación de la integridad de la membrana acrosómica y del status de

capacitación.

Los espermatozoides de los mamíferos deben experimentar un proceso de exocitosis denomi-

nado �reacción acrosómica� (RA) para tener la capacidad de fecundar a los ovocitos, proceso que

requiere, a su vez, una serie de transformaciones previas, conocidas con el nombre de �capacita-

ción espermática�, que tienen lugar generalmente durante el recorrido por el tracto reproductor

femenino y que son producidas por la in�uencia de determinados estímulos sobre las células

espermáticas.

Reacción acrosómica. Es un proceso, observado por primera vez en 1958 por Austin y Bishop,

que experimentan los espermatozoides capacitados como consecuencia de la acción de determina-

dos inductores adecuados; en él se produce la fusión de la membrana plasmática y la acrosomal

externa, conformando una serie de vesículas que se desprenden permitiendo la liberación del ma-

terial enzimático del interior del acrosoma y dejando expuesta a la membrana acrosomal interna

(Langlais y Roberts, 1985; Senger, 2005).

Hay que tener en cuenta dos premisas: en primer lugar, para que tenga lugar la RA es im-
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prescindible que exista la integridad estructural del acrosoma (Yanagimachi, 1988), y en segundo

lugar, la RA de espermatozoides capacitados puede ocurrir de forma espontánea o bajo la ac-

ción de inductores especí�cos (Yanagimachi, 1988), por lo que su efectividad depende, en gran

medida, de que el espermatozoide se encuentre en las proximidades del ovocito.

Teniendo en cuenta estas dos premisas, podemos enfocar el estudio de la integridad acrosómica

a través de dos vías:

Estableciendo el porcentaje de espermatozoides que poseen algún daño en el acrosoma y

que están, por ello, incapacitados para la fecundación.

Evaluando la capacidad que presentan las células espermáticas de experimentar la RA ante

estímulos externos. Este tipo de estudios aportan una mayor información sobre la capacidad

funcional de la vesícula acrosómica (Colenbrander et al., 2003), presentando un índice de

correlación de 0,6 entre el grado de inducibilidad de las muestras y la fertilidad (Rodríguez-

Martínez, 2005). Para la inducción de la RA in vitro se han utilizado numerosos agentes

como, por ejemplo, progesterona, empleada en varias especies como en porcino (Melendrez

et al., 1994), en humano (Brucker et al., 1994), en ratón (Yogev et al., 1995) o en caballo

(Meyers et al., 1995), ionóforos de Calcio (Januskauskas et al., 2000b), glicosaminoglicanos

(Januskauskas et al., 2000a), lisofosfatidilcolina (Way y Killian, 2002), o derivados de la ZP

como, ZP homólogas (Berger et al., 1989), ZP solubilizada (Mattioli et al., 1996), proteínas

de la ZP (Harkema et al., 1998), etc. (Rodríguez-Martínez, 2003; 2005).

Con el �n de determinar el daño estructural del acrosoma se han desarrollado multitud de

protocolos, como la observación bajo microscopio óptico de transmisión, que aunque muestra

con detalle la morfología acrosómica, presenta inconvenientes similares a los ya descritos en la

evaluación de la membrana plasmática, además de que se corre el riesgo de que los tratamien-

tos químicos de �jación que se requieren en estos procedimientos provoquen la RA en aquellos

espermatozoides previamente capacitados, lo que conduciría a la sobreestimación del porcentaje

de acrosomas reaccionados (Yanagimachi, 1988).

Otros métodos de valoración del estado acrosomal como la microscopía de contraste de fases

(Pursel y Johnson, 1974; Cross y Meitzel, 1989; Woelders, 1990) o la de contraste diferencial de

interferencia (Bleil y Wassarman, 1986; Aalseth y Saacke, 1986; Steinholt et al., 1991), resultan

ser mucho más sencillos en su ejecución y presentan un coste muy inferior, por lo que se han

convertido, sobre todo el primero de ellos, en la opción de la mayoría de los Centros de IA

comerciales que evalúan el estado de la vesícula acrosómica con asiduidad. No obstante, aunque

los resultados obtenidos sean completamente �ables al ser sencilla su valoración en aquellas

especies que presentan un acrosoma de grandes dimensiones, como el cobaya o el hamster, resultan

menos apropiadas para aquellas otras en las que el acrosoma es muy pequeño o no resalta del

contorno de la cabeza espermática, como en el conejo, el verraco o el perro, en los que su valoración

resulta algo más di�cultosa (Cross y Meitzel, 1989).

Para solventar este inconveniente se suele recurrir a técnicas tintoriales, que se clasi�can

nuevamente en convencionales o �uorescentes.
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Las técnicas convencionales permiten detectar diferentes grados de lesión del acrosoma (Pe-

láez, 2003); son sencillas y generalmente rápidas, por lo que resultan apropiadas para condiciones

de campo y en protocolos de investigación elemental. Algunas de las técnicas y/o colorantes más

utilizados son: la técnica de Wells-Awa, que emplea el verde rápido FCF y la eosina B (Wells

y Awa, 1970), giemsa (Watson, 1975), eosina y nigrosina (Bamba, 1988), amarillo naftol S y

eritrosina B (Steinholt et al., 1991), amarillo naftol S y anilina azul (Christensen et al., 1994),

Spermac® (Paulenz et al., 1995), Coomassie azul G-250 (Larsson y Miller, 1999), ...

La utilización de combinaciones de colorantes, generalmente con aquellos empleados en tin-

ciones vitales, hace que la ejecución sea más complicada, pero se desarrollaron con el �n de

diferenciar entre la reacción acrosómica verdadera (la experimentada por los espermatozoides

vivos tras la capacitación) y la falsa (aquella que se produce a consecuencia de la autodigestión

enzimática producida por la activación del contenido acrosomal de espermatozoides muertos o

moribundos). Algunos autores resaltan la importancia de realizar este clase de combinaciones,

puesto que las lesiones a nivel del acrosoma no tienen por qué implicar lesión del plasmalema

(Holt, 2000b), y en cambio, una lesión en el plasmalema sí puede coincidir e incluso originar

una alteración del acrosoma (Woelders, 1990), por lo este tipo de técnicas resultan mucho más

discriminantes que aquellas que realizan las valoraciones de estas dos estructuras por separado.

Son ejemplos de ellas: la combinación de tripán azul y giemsa (Didion et al., 1989), de eosina-

nigrosina y giemsa (Tamuli y Watson, 1994b; Ramesha et al., 2000), de tripán azul, rojo neutro

y giemsa (Kovàcs y Foote, 1992; Kovács et al., 2000), o de tripán azul, marrón Bismarck y rojo

Bengala (Vázquez et al., 1992).

Dentro las técnicas �uorescentes se han utilizado un elevado número de sustancias para la

evaluación de la integridad de la vesícula acrosómica, entre las cuales destacan, por su amplia

difusión, las lectinas; las más importantes son:

La aglutinina de Ricinus communis (en desuso por su acción tóxica sobre las células esper-

máticas).

La aglutinina de Pisum sativum (PSA), procedente de la planta de PEA, actúa uniéndose

a residuos de a-manosa y de a-galactosa de la matriz acrosomal (Farlin et al., 1992; Flesch

et al., 1998; Guillan et al., 2005); en aquellos espermatozoides que presentan el acrosoma

intacto no es capaz de penetrar, permaneciendo la célula sin teñir (Topfer-Petersen et al.,

1984; Cross et al., 1986; Graham, 2001).

La aglutinina de Arachis hypogaea (PNA) es una lectina procedente de la planta del ca-

cahuete que se une a residuos de b-galactosa asociados a la membrana acrosomal externa

(Cheng et al., 1998a; Flesch et al., 1998; Szasz et al., 2000); del mismo modo que en el

PSA, las células con el acrosoma íntegro permanecerán sin teñir por la imposibilidad del

PNA de penetrar en él; en cambio, el PNA presenta menos puntos de unión no especí�cos

en otras áreas del espermatozoide que el PSA, por lo que resulta una técnica más precisa

que ésta (Graham, 2001).
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Otras lectinas son:

� La aglutinina de Triticum vulgaris (WGA), especí�ca del ácido siálico y de residuos

de N-acetilglucosamina.

� La aglutinina de Concanavalia ensiformis (ConA), especí�ca para residuos de D-

manosa y D-glucosa.

� La aglutinina de Ulex europaeus (UEA), especí�ca para L-fructosa.

Este tipo de sustancias se utilizan con marcadores �uorescentes, entre los que destaca, por su

amplia difusión, el isotiocianato de �uoresceína (FITC), que ha sido combinado con todas las

lectinas citadas; también se han empleado otras asociaciones como el isotiocianato de tretrametil

rodamina (TRITC) o la �coeritrina (RPE), ambas con el PNA (Silva y Gadella, 2006).

Otro método que evalúa la integridad del acrosoma es el Lisotracker®Green DND; se trata

de una tinción acidotrópica diseñada para poner de mani�esto tanto los lisosomas como otros

orgánulos de carácter ácido, como el acrosoma (pH=5), y que permite identi�car espermatozoi-

des vivos con acrosomas intactos por medio de la coloración verde que deja en estas estructuras

(Thomas et al., 1998). Este método puede utilizarse con éxito en la valoración de la vesícula acro-

sómica, ya que se ha determinado que presenta fuertes correlaciones (r=0,97) con el porcentaje

de espermatozoides que muestra el borde apical intacto en la evaluación morfológica del mismo

por microscopía óptica (Thomas et al., 1997).

Figura 2.8: Mecanismo de acción de diferentes sustancias empleadas en la evaluación de la integridad
acrosomal, como el PNA, el PSA, anticuerpos (CD46) y el Lysotracker; así como sus lugares de unión:
Membrana Acrosomal Externa (MAE) y Membrana Acrosomal Interna (MAI) [tomado de Silva y Gadella,
2006].

Capacitación espermática. Podemos de�nir la capacitación espermática como el conjunto

de modi�caciones a nivel molecular que ocurren en el espermatozoide tras la maduración en el
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epidídimo y que le con�eren la capacidad de fertilizar al ovocito (Matás, 1997).

Aunque aún no se han podido identi�car en su totalidad los mecanismos que conducen a la

capacitación, se sabe que durante ésta se producen fenómenos como los siguientes:

Cambios en la arquitectura de la membrana espermática a través de modi�caciones lipo-

proteicas (Williamson et al., 1983; Cheng et al., 1998b; Gadella y Harrison, 2000; 2002;

Gadella et al., 2001), que permiten exteriorizar receptores de membrana imprescindibles

para la interacción con los de la membrana del ovocito en la fecundación (Yanagimachi,

1994).

Modi�cación del funcionamiento de los canales iónicos que intervienen en el mecanismo de

transducción, alterando la concentración intracelular de Na+, K+, HCO3- (Matás et al.,

2006), la fosforilación y desfosforilación de las proteínas o elevando la síntesis del AMP

cíclico (AMPc) mediante la estimulación de la actividad adenilciclasa y la inhibición de la

actividad fosfodiasterásica (White y Aitken, 1989), provocando con ello, un aumento de la

concentración de calcio intracitoplasmático (Coronel y Lardy, 1987; Fraser, 1989; Matás

et al., 2006).

Modi�cación del metabolismo energético, que conduce, por un lado, a la desestabilización

de la membrana plasmática a nivel del acrosoma, lo que permitirá al espermatozoide res-

ponder a inductores especí�cos para experimentar la RA y por otro, a la hiperactivación del

movimiento �agelar, movimiento que es necesario para permitir que los espermatozoides se

desplacen por el �uido viscoso del oviducto y penetren en la zona pelúcida (Yanagimachi,

1988), y que se caracteriza por amplios batidos �agelares y una escasa progresividad (Ya-

nagimachi, 1970; Mortimer, 1997).

El estudio de la capacitación espermática puede realizarse, al igual que ya se expuso en la

RA, mediante dos enfoques diferentes (Colenbrander et al., 2003); uno de ellos sería el cálculo

del porcentaje de células que han sufrido una capacitación prematura, estableciendo con ello la

proporción de células no aptas para la fecundación, y el otro emplearía agentes inductores de la

capacitación para determinar el porcentaje de espermatozoides que sí pueden sufrir este proceso

indispensable para la fecundación.

Determinación del porcentaje de células capacitadas prematuramente. Se han

intentado encontrar evidencias del fenómeno de la capacitación mediante la utilización de mar-

cadores de membrana (lectinas, anticuerpos, neoglucoconjugados o sondas de merocianina), clor-

tetraciclinas u otros compuestos.

Los marcadores de membrana más utilizados han sido las lectinas, que permiten localizar

cambios en la distribución de los azúcares en la membrana espermática y, a través de ellas, ya en

1979 Schwarz y Koehler pudieron determinar que los lugares de �jación de las mismas se modi-

�caban durante el proceso de capacitación. Por su parte, los neoglucoconjugados, carbohidratos
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especí�cos capaces de reconocer proteínas receptoras en las membranas espermáticas, permiten

detectar la evolución que experimentan éstas en la capacitación.

La clortetraciclina (CTC) es un quelato �uorescente de cationes divalentes, por lo que se une

al Ca2+ para posteriormente, unirse a zonas hidrófobas de la membrana provocando un aumento

de su �uorescencia (Gillan et al., 2005). Este marcador permite analizar las variaciones del estado

de la membrana, y para este �n se utiliza en numerosas especies, incluida la porcina (Mattioli

et al., 1996). En función del estado de la célula se de�nen tres patrones (Saling y Storey, 1979;

Ward y Storey, 1984; Colenbrander et al., 2003; Gillan et al., 2005; Silva y Gadella, 2006):

F: presencia de una �uorescencia uniforme en toda la cabeza; representa a un espermato-

zoide no capacitado con el acrosoma intacto.

B: disminución de la intensidad de la �uorescencia en la zona posterior de la cabeza;

representa a un espermatozoide capacitado con el acrosoma intacto.

AR: disminución de la �uorescencia en la zona apical de la cabeza; representa a un esper-

matozoide que ha sufrido la RA.

La CTC, aunque es sin duda la técnica más empleada en la evaluación del status de capacita-

ción, sólo es capaz de detectar los cambios tardíos del proceso (Rodríguez-Martínez, 2003; 2006),

por lo que, en los últimos años, ha sido paulatinamente desplazada por otras, como la merociani-

na 540, que sí detecta los cambios prematuros asociados a este proceso, tanto en la capacitación

propiamente dicha como en la criocapacitación o capacitación � like changes� (Müller et al., 1999;

Harrison y Gadella, 2005); este compuesto es un indicador de la �uidez de la membrana (Harrison

et al., 1996; Colenbrander et al., 2003) y aumenta su �uorescencia en función del aumento de los

desordenes lipídicos de la misma (Gadella y Harrison, 2002).

Se han empleado otros métodos con el �n de identi�car a los espermatozoides que sufren

este proceso de capacitación, como por ejemplo los sistemas CASA, que permiten determinar

los espermatozoides capacitados mediante la utilización de las características cinéticas de los

espermatozoides hiperactivados, o la utilización de otras sustancias como el Annexin-V o el Ro-

09-0198 como medio de detección de alteraciones de membrana características de este proceso

(Rodríguez-Martínez, 2006).

Determinación de aquellos espermatozoides que tienen la capacidad de sufrir el

proceso. Partiendo del hecho de que para que tenga lugar la RA es necesario que los esper-

matozoides sufran la capacitación, estudios realizados sobre la reacción acrosómica podrían ser

utilizados como técnicas de evaluación de la propia capacitación; así, si consideramos que la

capacitación es un proceso necesario para que el espermatozoide reaccione frente a agonistas

naturales, como la progesterona o la zona pelúcida, podremos establecer el éxito de la capaci-

tación determinando el número de reacciones acrosómicas verdaderas que se producen en una
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determinada población espermática, tras el estímulo de un agonista apropiado.

Es preciso destacar que la utilización de la FIV resulta un inmejorable indicador del proceso

de capacitación, puesto que aquellos espermatozoides capaces de penetrar en un ovocito, nece-

sariamente han tenido que experimentar, de forma correcta, la capacitación; en consecuencia, se

considerará que aquellas poblaciones espermáticas que presenten unos resultados óptimos en la

FIV, han sufrido de forma óptima este proceso.

Otras técnicas para la valoración de la capacitación espermática. Matás et al.

(2006) recogen con detalle otras técnicas de laboratorio que pueden ser utilizadas para evaluar

la capacitación espermática en ganado porcino, entre ellas se encuentran:

Medición del contenido de Ca2+intracelular mediante espectrofotometría con el �uorocromo

Fura2.

Medición del incremento de Ca2+intracelular mediante citometría de �ujo con los �uoro-

cromos Fura3 e Ioduro de propidio.

Medición de la modi�cación de los grupos sulfhidrilo de las proteínas presentes en la mem-

brana plasmática mediante citometría de �ujo con los �uorocromos 5-IAF e Ioduro de

propidio.

Medición de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) mediante citometría con

el �uorocromo H2DFCDA.

2.2.2.7. Valoración de la función mitocondrial.

Las mitocondrias, que en el espermatozoide están distribuidas helicoidalmente alrededor de

la parte principal del �agelo a nivel de la pieza intermedia, se encargan de la producción de

ATP mediante fosforilación oxidativa, que resulta de crucial importancia en el desarrollo de la

movilidad (Marín et al., 2003). De esta forma, el estudio de la funcionalidad de este orgánulo

puede resultar un indicador de la capacidad mótil de los espermatozoides (Colenbrander et al.,

2003; Silva y Gadella, 2006).

Para realizar este estudio se han empleado varias técnicas, si bien, la práctica totalidad de

ellas se basan en la utilización de �uorocromos; éstos generalmente son sustancias catiónicas y

lipofílicas, características que les permiten difundir a través de la membrana plasmática para

almacenarse en la matriz mitocondrial que presenta una carga positiva (Pinart et al., 2006).

Algunas de estas sustancias son:

Rodamina: la rodamina 123 (R123) ha sido empleada como tinción selectiva de la funcio-

nalidad de la mitocondria (Evenson et al., 1982; Graham et al., 1990); esta sustancia sólo
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penetra en aquellas mitocondrias que presentan actividad respiratoria, mostrando una �uo-

rescencia verde (Graham, 2001; Gillan et al., 2005), pero no permite establecer la intensidad

de la misma.

JC-1: Thomas et al. (1998) resolvieron esta circunstancia empleando el 5,5,6,6'- tetracloro-

1,1,3,3' ioduro tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1), consiguiendo así diferenciar a los

espermatozoides en función de su baja o su alta funcionalidad mitocondrial. Esta sustancia,

en su estado monomérico, es transportada, al igual que la rodamina, al interior de las

mitocondrias funcionales donde va a mostrar una �uorescencia verde en aquellos casos en

los que el potencial de membrana sea bajo, pero si éste es alto, la concentración de esta

sustancia en el interior de la mitocondria se eleva apareciendo una �uorescencia naranja

(Garner y Thomas, 1999; Thomas et al., 1998).

Mitotracker®: son una familia de tinciones comerciales especí�cas para mitocondrias (ver

Silva y Gadella, 2006); una de ellas, el Mitotracker® Green FM, ha sido empleado en

la valoración combinada de la vitalidad, de la integridad acrosómica y de la actividad

mitocondrial mediante citometría de �ujo en el cerdo (Pinart et al., 2006).

2.2.2.8. Valoración de la integridad del ADN.

La integridad del ADN de la célula espermática es de vital importancia para el completo

desarrollo del embrión (Silva y Gadella, 2006). Se ha establecido que el grado del daño está

claramente correlacionado con el desarrollo embrionario pudiendo llegar a provocar incluso, si la

alteración es muy severa, la infertilidad masculina (Seli et al., 2004).

De todos modos, la presencia de alteraciones en el ADN no inter�ere en la capacidad fecun-

dante del espermatozoide, sino que ejerce su efecto sobre el desarrollo embrionario, avocando al

embrión formado a un proceso de apoptosis generalmente en el estadio en el que presenta de cua-

tro a ocho células (Bordignon y Smith, 1999; Graham, 2001; Fatehi et al., 2006), y precisamente

por esta independencia con el proceso de fecundación, la evaluación del estado del ADN paterno

ha de ser entendida como una valoración complementaria al resto, aunque no deja de ser una

herramienta de gran valía en la predicción de la fertilidad de una determinada muestra seminal

(Evenson et al., 2002).

El estado del ADN puede ser evaluado a diferentes niveles; en el ADN espermático se suelen

utilizar tres tipos de valoraciones, que analizan el estado de su condensación, la presencia de

lesiones o rupturas en su estructura y la fragmentación nuclear.

Estado de la condensación del ADN. La condensación del ADN sucede en la esperma-

togénesis, a nivel de la espermátida, donde tiene lugar el proceso de diferenciación celular con

el �n de adaptar la estructura celular para las funciones que se le requieren (Senger, 2005). El

método de condensación empleado por las células espermáticas de los mamíferos di�ere del que

utilizan el resto de las células somáticas, presentando una e�cacia mucho mayor, como demuestra
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la diferencia tan grande que hay entre el tamaño del núcleo espermático y el de cualquier célula

somática (Ward y Co�ey, 1991). Esta condensación, aparte de facilitar el movimiento espermáti-

co, probablemente contribuya a la estabilización del ADN, haciéndolo además menos susceptible

a un daño oxidativo (Dadoune, 2003).

El estudio del estado de compactación del ADN espermático se ha realizado por diferentes

métodos, como la utilización de microscopios de transmisión de electrones (Dooher y Bennet,

1973 citado por Silva y Gadella, 2006) o de Cromomicina A3 (Bianchi et al., 1993; Sakkas et al.,

1995), pero posiblemente el más difundido sea la utilización de un gel simple de electroforesis

(COMET-assay), con el que aquellos núcleos con una condensación correcta del ADN presentarán

una migración en el gel de agarosa mínima, a diferencia de aquellos de�cientemente compactados

(Silva y Gadella, 2006).

Detección de daños y roturas en el ADN. Para efectuar el estudio del ADN de los esper-

matozoides maduros, hay que proceder a liberar a la cadena de ADN de su forma compactada,

para lo cual se suelen emplear determinadas enzimas, así como tratamientos con calor o ácidos,

de forma que, una vez liberada, se pueda evidenciar mediante tinciones la presencia de puntos

de ruptura (García et al., 2006).

Para establecer la presencia de lesiones en el ADN se emplean diversas técnicas, como el nick

translation, el COMET-assay, donde la visualización de migraciones en el gel será indicativo

de la presencia de lesiones en las cadenas de ADN (Silva y Gadella, 2006; Jiang et al., 2007),

el SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay�), basado en las propiedades metacromáticas del

naranja de Acridina (si este colorante se une a una cadena doble de ADN [íntegro] emitirá

una �uorescencia verde, mientras que si la unión se efectúa con cadenas sencillas [dañadas], el

color de la �uorescencia emitida resultará naranja [Silva y Gadella, 2006]), o el TUNEL-assay,

que identi�ca las zonas dañadas por medio de la unión de nucleótidos marcados a zonas que

presenten una cadena sencilla (García et al., 2006; Silva y Gadella, 2006).

Los resultados obtenidos con las dos últimas pruebas (el SCSA y el TUNEL-assay) han sido

correlacionados signi�cativamente con la fertilidad (Ballachey et al., 1988; Evenson et al., 1994;

Benchaib et al., 2003).

Fragmentación del ADN. Otra opción para detectar la presencia de núcleos con ADN frag-

mentado, es la denominada Sperm Chromatin Dispersion (SCD), que determina, mediante una

tinción convencional (Wrigh) o una �uorescente, la presencia de un halo periférico de dispersión

del material genético en aquellos espermatozoides que contengan fragmentado su ADN tras un

tratamiento de lisis. Esta técnica fue inicialmente desarrollada para semen humano (Fernández

et al., 2003) y ha sido empleada en la evaluación de semen de toro (García-Macías et al., 2007)

y de verraco (Enciso et al., 2006). Este método resulta más rápido y sencillo que los anteriores,

por lo que resulta adecuado para ser utilizado en los laboratorios convencionales (García et al.,

2006).
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2.2.3. Citometría de �ujo.

La citometría de �ujo consiste en el análisis rápido de células individualizadas y organelos

subcelulares cargados con marcadores �uorescentes sobre los que, suspendidos en un �ujo laminar,

incide un rayo láser (Peña y Rodríguez, 2006). Se basa fundamentalmente en dos principios, la

dispersión de la luz y la �uorescencia (tipo e intensidad) que emiten los diferentes �uorocromos

con los que se puede marcar a los espermatozoides.

La dispersión de la luz se basa, a su vez, en un principio físico según el cual cuando un

haz de luz choca contra una célula, ésta cambia de dirección pero no de longitud de onda. Las

características celulares que contribuyen a esta dispersión son, la forma y el tamaño celular, el

material granular intracelular, la membrana y el núcleo de la célula, así como la rugosidad de su

super�cie (Orfao y Gónzalez de Buitrago, 1995).

La �uorescencia se caracteriza porque los compuestos �uorescentes absorben energía lumi-

nosa a una determinada longitud de onda; esta absorción hace que un electrón suba a un nivel

energético superior para, posteriormente, caer a su estado normal emitiendo un fotón y liberando

energía. En la citometría de �ujo se emplea, como haz de luz incidente, un rayo láser general-

mente a una longitud de onda de 488 nm (luz azul) o entre 515 y 535 nm (luz verde); existen

varios tipos, diferenciándose entre ellos por el medio que emplean para la ampli�cación de la

luz, que puede ser un gas (Argón, Helio-Neon o Helio-Cadmio), un medio sólido (NdYAG) o un

semiconductor (Gillan et al., 2005).

Aunque las ventajas que aporta la utilización de estos sistemas son numerosas, también pre-

senta algunas desventajas importantes, como son el coste del equipo, tanto en la inversión inicial

como en el mantenimiento del mismo, o la necesidad de personal especializado en su utilización

(Gillan et al., 2005; Peña y Rodríguez, 2006). Algunas de esas ventajas son las siguientes:

Proporciona información sobre características físicas del espermatozoide como tamaño y/o

complejidad interna (Gillan et al., 2005; Peña y Rodríguez, 2006).

Realiza valoraciones objetivas y repetibles (Graham, 2001; Gillan et al., 2005; Peña y

Rodríguez, 2006).

Precisa de muestras seminales muy pequeñas y permite analizar entre 8000 y 20000 esper-

matozoides por segundo (Gillan et al., 2005).

La utilización de �uorocromos conlleva, como ya se ha mencionado, ventajas adicionales

sobre las tinciones clásicas, pero además la utilización de la citometría de �ujo permite

estudiar de una forma sencilla, mediante el uso de varios �uorocromos, diversas estructuras

celulares de forma simultánea (Graham, 2001; Peña y Rodríguez, 2006).

Las aplicaciones de la citometría de �ujo en el análisis de las células espermáticas son numero-

sas; así, Gillan et al. (2005) recogen una serie de pruebas que se emplean con relativa asiduidad,

como la viabilidad espermática, la integridad acrosómica, la integridad o actividad mitocondrial,

la �uidez de la membrana plasmática o el status de capacitación y el estado del ADN espermático.
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No obstante, las posibilidades de este sistema en relación con el análisis de los espermatozoides no

terminan aquí, sino que constantemente se están desarrollando análisis, como la monitorización

de cambios tempranos en la permeabilidad de la membrana o la detección de la transposición

de fosfolípidos, en relación con las modi�caciones que sufre la membrana en la capacitación o

criocapacitación, o la determinación de caspasas activas o especies reactivas de oxígeno (ROS),

tan importantes en el deterioro de las células seminales in vitro (Peña y Rodríguez, 2006).

El hecho de que un mismo sistema ofrezca la posibilidad de realizar múltiples análisis y que los

ejecute de una forma más objetiva y precisa que los métodos que se vienen utilizando habitual-

mente en laboratorio, así como el desarrollo constante de nuevos �uorocromos o combinaciones

de ellos, de anticuerpos o de inhibidores especí�cos marcados, etc., que amplían el estudio de los

espermatozoides, hace suponer que estamos ante un sistema que será de utilización generalizada

en los próximos años, ayudando a mejorar de forma signi�cativa el valor predictivo del análisis

seminal y permitiendo establecer mejores criterios de selección de los eyaculados en función de

su destino �nal (Peña y Rodríguez, 2006).

2.3. Análisis de la movilidad espermática mediante sistemas compu-

tarizados.

2.3.1. Introducción.

A pesar de los grandes avances tecnológicos que ha experimentado la valoración de la calidad

seminal en las últimas décadas, los métodos empleados de forma rutinaria en la mayoría de los

casos, tanto en los Centros de IA de las diferentes especies de interés zootécnico, como en las

clínicas andrológicas humanas, se reducen a simples valoraciones manuales de ciertas caracterís-

ticas espermáticas, algunas de las cuales presentan una gran subjetividad, como demuestra el

hecho de que se produzcan fuertes variaciones en los resultados obtenidos cuando estos análisis

son realizados por diferentes técnicos, y también incluso cuando los lleva a cabo el mismo técnico

en diversas ocasiones. Debido a esta falta de similitud en las valoraciones de la movilidad efec-

tuadas a una misma muestra, que ha sido puesta de mani�esto en numerosos estudios (Amann,

1989; Dunphy et al., 1989; Neuwinger et al., 1990; Woelders, 1990; Davis y Katz, 1993; Verstegen

et al., 2002; Cooper et al., 2002; Soler et al., 2006), no es posible comparar los análisis realiza-

dos en diferentes momentos, a distintas muestras o por diversos laboratorios, y en consecuencia,

las características de estas valoraciones distan mucho de las propuestas por Rodríguez-Martínez

(2003) para el análisis seminal ideal, al no reunir los requisitos de objetividad, repetibilidad y

exactitud.

Por otra parte, este tipo de técnicas sólo permite evaluar las características espermáticas

estableciendo promedios para el conjunto de la población de espermatozoides de una muestra,

obviando la estructura real que presenta el material seminal, en la que las diferentes células

espermáticas se encuadran en diferentes subpoblaciones celulares con características diferenciadas

entre sí.

Esta situación ha llevado a la comunidad cientí�ca a desarrollar nuevos métodos para intentar
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minimizar la subjetividad de las valoraciones seminales y a estandarizar la medida de la movili-

dad espermática (Davis y Katz, 1993; Ombelet et al., 1995; Cooper et al., 1999; 2002; Verstegen

et al., 2002).

2.3.2. Desarrollo, evolución y comercialización de los sistemas CASA.

2.3.2.1. Introducción.

Ya en el siglo pasado, en la década de los 40, un grupo de cientí�cos de Universidades

norteamericanas reconocieron la necesidad de recoger datos objetivos, tanto del porcentaje de

espermatozoides móviles como de su velocidad, y a partir de entonces, dedicaron su esfuerzo a

establecer estándares que fuesen de interés no sólo a nivel cientí�co, ampliando así el estudio de

la funcionalidad espermática, sino también a nivel comercial, ya que se creía que una valoración

más precisa del porcentaje de espermatozoides móviles iba a permitir, tanto la predicción de la

capacidad fecundante de un determinado macho, como el establecimiento del mejor protocolo de

preparación de dosis seminales, venciendo de esta forma la subjetividad de la valoración visual,

que poco había evolucionado desde la primera observación realizada por von Leeuwenhoek en

1678 (Amann y Katz, 2004). Así se asentó la base teórica sobre la que tendría lugar el nacimiento,

en la década de los 80, de los sistemas de análisis computarizado de semen o sistemas CASA

(Computer Assisted Semen Analysis).

2.3.2.2. In�uencia de la electrónica en el desarrollo de los sistemas CASA.

En los años 50, VanDemark et al. (citado por Amann y Katz, 2004) establecieron que la

electrónica podía ser utilizada para el desarrollo de técnicas de valoración de la movilidad esper-

mática, quedando desde entonces ligada permanentemente a la estimación de la movilidad semi-

nal por medio de diferentes propuestas, bien de valoración indirecta (turbidometría, velocimetría

Láser-Doppler) o de valoración directa (fotomicrografía de tiempo-exposición, fotomicrografía de

exposición múltiple, microcinematografía, videocinematografía):

Turbidometría: Este prodecimiento consiste en medir el ratio de migración de los esperma-

tozoides diluidos en un medio arti�cial, mediante la estimación de los cambios de densidad

óptica producidos por el desplazamiento de los espermatozoides en el interior del recipien-

te que los contiene [Van Duijin y Rikmenspoel, 1960 (citado por Amann y Katz, 2004);

Sokoloski et al., 1977; Levin et al., 1980].

Atherton et al. (1979) determinaron que la estimación de la movilidad por medio de este

sistema está correlacionada signi�cativamente con el porcentaje de espermatozoides con

movilidad progresiva. A partir de este método se desarrolló el Sperm Quality Analyser®

(Unitec Medical Systems Inc, CA, EEUU).

Velocimetría Láser-Doppler: Este método se basa en la determinación de las frecuencias

generadas, de acuerdo con el efecto Doppler, en una dispersión espermática sobre la que
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se ha hecho incidir un haz láser monocromático; el espectro de frecuencias originadas va a

depender de las características cinéticas de los espermatozoides de la muestra (Jouannet

et al., 1977).

Los parámetros determinados por esta técnica son, además del número y porcentaje de

espermatozoides móviles, la distribución y determinación de las características tridimen-

sionales de la velocidad (Dubois et al., 1974).

Fotomicrografía de tiempo-exposición: Esta técnica fue introducida por Lord Rothschild y

Swam en 1949 (citado por Amann y Katz, 2004), siendo la primera que permitió reconstruir

la trayectoria espermática de forma individual. Su ejecución consiste en la realización de una

sola fotografía, con un tiempo de exposición prolongado (generalmente 1 segundo), en un

microscopio de campo oscuro. De esta forma, el recorrido trazado por cada espermatozoide

queda re�ejado en blanco sobre el fondo oscuro del negativo.

Este procedimiento ha sido empleado tanto en el análisis seminal de semen humano

(Janick y McLeod, 1970; Overstreet et al., 1979) como en el de toro (Eliott et al., 1973),

y ha sido la base sobre la que se desarrollaron numerosas e interesantes evoluciones hasta

que, en los años 80, se vio desplazado por la aparición de los sistemas CASA (Mortimer,

1997).

Fotomicrografía de exposición múltiple: Este método consiste en realizar, en un microsco-

pio con luz estroboscópica, seis microfotografías durante un segundo, determinando con

ello la posición de los espermatozoides en seis puntos de su recorrido, a partir de los cuales

se reconstruye la trayectoria trazada por cada célula, ya sea mediante técnicas manuales o

semiautomáticas (Makler et al., 1980, 1984).

La mayor desventaja que presenta esta técnica radica en el escaso número de imágenes

capturadas, no permitiendo con ello calcular determinados parámetros, como la velocidad

curvilínea, la amplitud lateral de la cabeza o la frecuencia de batido.

Microcinematografía: Método similar al anterior, pero que se efectúa mediante la graba-

ción del movimiento de los espermatozoides en una película cinematográ�ca, de forma que

a partir de la posición que ocupa cada célula en los fotogramas de dicha película se recons-

truyen sus trayectorias (Mortimer, 1997). El desarrollo de esta técnica permitió el estudio

en profundidad del movimiento espermático, estableciendo con ello los parámetros que ac-

tualmente calculan los sistemas computarizados (David et al., 1981; Serres et al., 1984;

Freund y Oliveira, 1987).

El número de imágenes capturadas por segundo oscila entre un valor inferior a veinte

y varios cientos, con lo que permite estudiar con detalle las características del movimiento

tanto de la cabeza como de la cola del espermatozoide, pudiendo determinar todos los

parámetros cinéticos derivados de ellos.

Videocinematografía: Como la técnica anterior presentaba importantes carencias, como el

alto coste y el elevado tiempo en el procesado de las imágenes, se recurrió a este método,

que realizaba la grabación de las mismas en cinta de video. La reducción del coste y, sobre
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todo, del tiempo de procesado de las imágenes tras su captura determinó, a partir de este

método, el desarrollo de los sistemas semiautomáticos de análisis de la movilidad (Morti-

mer, 1997). No obstante, esta técnica presenta una clara desventaja respecto a la anterior,

ya que al ser la frecuencia de captura de las imágenes bastante inferior, no permite obtener

una imagen clara del �agelo y, por lo tanto, realizar un análisis preciso de las características

de movimiento de esta estructura.

2.3.2.3. Evolución y comercialización de los sistemas CASA.

En 1973 Jecht y Russo (citados por Amann y Katz, 2004) emplearon en semen humano un

sistema desarrollado por la NASA (National Aeronautics and Space Administration) para reali-

zar el seguimiento y mostrar los parámetros cinéticos de los cohetes tras su lanzamiento. Este

experimento fue llevado a cabo en el JPL (Jet Propulsion Laboratory), calculando los parámetros

diseñados para el seguimiento de los cohetes y, aunque no se le dio ningún uso práctico, en la

correspondiente publicación ya se hacía referencia a conceptos que se siguen empleando hoy en

día, como la determinación de los centroides de los espermatozoides y la de la velocidad y del

desplazamiento lineales y angulares.

En esta misma época, los investigadores Amann y Hammerstedt, ante la necesidad de reali-

zar un medición cuantitativa y automatizada del porcentaje total de espermatozoides móviles,

iniciaron, con la colaboración de Centros de IA de ganado vacuno del Estado de Pennsilvania,

que buscaban el establecimiento de un protocolo estándar para el análisis seminal, una serie de

trabajos, que concluyeron en 1978 con el desarrollo del primer equipo que permitía identi�car las

trayectorias individuales, así como realizar el cálculo del porcentaje de espermatozoides móviles

y de su velocidad. Este trabajo resultó, a la postre, la primera aplicación de este tipo de sistemas

en la andrología veterinaria (Amann y Katz, 2004).

Sin embargo, el primer sistema con arquitectura similar a la de los equipos actuales no se

desarrolló hasta 1985, cuando Katz et al. presentan, gracias al desarrollo de los microprocesa-

dores y de las tarjetas digitalizadoras, el Expert Vision® (comercializado por Motion Analyzers

Corporation), que resultó ser el origen de la familia de modelos conocidos como CellTrack®.

Estos equipos, a pesar de presentar una cierta superioridad tecnológica con respecto a sus com-

petidores, no tuvieron una gran difusión.

El siguiente sistema comercializado en 1985, el CellSoft® (CRYO Resources Ltd.), fue el

primer equipo desarrollado especí�camente para el análisis de la movilidad de las células es-

permáticas, y se empleó de forma generalizada en semen humano, bovino y de animales de

laboratorio, como ratas y ratones (Working y Hurtt, 1987; Mack et al., 1988). A partir de su

utilización se empezó a reconocer el potencial que presentaban este tipo de sistemas para la detec-

ción de cambios ambientales y la determinación de riesgos laborales sobre la función espermática.
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El segundo sistema diseñado en exclusiva para el análisis de la movilidad espermática, y sin

duda el más conocido a nivel mundial, fue el HTM-2000® de Hamilton-Thorne Research; éste

apareció un año más tarde que los dos anteriores (1986) y, a diferencia de sus derivados modernos,

que utilizan luz visible y contraste de fases, empleaba una iluminación próxima al infrarrojo y una

óptica de campo oscuro (Amann y Katz, 2004). Fue el primer equipo comercializado baja la de-

nominación que luego englobaría a todos los sistemas computarizados de análisis seminal: CASA.

A partir de los años 90 y hasta nuestros días, se ha incrementado la frecuencia de aparición de

nuevos equipos en el mercado, destacando entre ellos al SM-CMA (Stroemberg-Mika Cell Motion

Analysis®), que apareció a principios de los 90, y que, a día de hoy sigue siendo el único sistema

conocido que emplea al tracto intermedio de la cola como factor secundario a la hora de discernir

si los elementos detectados por el software son partículas o espermatozoides inmóviles. Otros

equipos son el Hobson Sperm Tracker® (Hobson Tracking Systems), el Integrated Semen Analy-

sis System® (PROISER R+D), el Qualisperm®(Biophos GmbH), el SpermVision® (Minitüb

GmbH), el CEROS® de Hamilton-Thorne y los derivados del sistema IVOS® de este mismo

fabricante, diseñados especí�camente para el análisis de semen de caballo, de verraco y para el

análisis toxicológico.

2.3.3. El sistema CASA.

2.3.3.1. Componentes y funcionamiento.

Los sistemas CASA generalmente están formados por dos mecanismos principales, uno de

captura de imágenes, que corresponde a la cámara de video, y otro de procesamiento de las

mismas, para el que se dispone de una computadora con un software apropiado. Hay un tercer

elemento que resulta imprescindible en aquellos casos en los que la cámara utilizada no es digi-

tal, que es la tarjeta digitalizadora (video frame grabber card), que se encarga de convertir las

imágenes a un formato digital para que puedan ser analizadas por el citado software.

Estos elementos han de trabajar estrechamente con otros que de forma habitual se utilizan

para la valoración convencional de la motilidad, como son un microscopio equipado con un sis-

tema de contraste de fases y una pletina calefactada, que permite la obtención del movimiento

natural de las células espermáticas.

Una de las particularidades del análisis de la movilidad, que además lo diferencia de otros

tipos de análisis computarizado de imágenes celulares, es la complejidad del seguimiento de la

trayectoria de cada uno de los espermatozoides que son recogidos por la cámara de video, para

lo cual ésta ha de capturar una serie de imágenes consecutivas o frames para, posteriormente,

y una vez digitalizada la información, proceder por medio del software a la identi�cación de las

células, a realizar su seguimiento y a efectuar todos los cálculos necesarios para presentar los

datos relativos al movimiento de las mismas.
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Cámara de vídeo. Las cámaras de vídeo utilizadas pueden clasi�carse en función de varios

criterios; así, según el sistema de captura de imágenes, nos encontramos con cámaras de captura

discontinua o de captura continua y, según la naturaleza de la señal de salida, con cámaras digi-

tales o analógicas.

Las cámaras de captura discontínua son las que se han empleado tradicionalmente con esta

�nalidad y se caracterizan por realizar, en el mismo instante, una captura parcial de cada imagen

o frame, efectuando por separado la grabación de las líneas identi�cadas con números pares e

impares, para a continuación combinarlas obteniendo el frame. Los fabricantes de este tipo de

cámaras optaban entre dos estándares, en función del país de que se tratase, el PAL (Phase

Alternating Line) que empleaba una frecuencia de captura de 25 ó 50 frames/segundo, o el

NTSC (National Television Standards Comitee) que proporcionaba una frecuencia de 30 ó 60

frames/segundo (Mortimer, 2000).

En la actualidad, el desarrollo experimentado por este sector ha posibilitado la aparición de

numerosas mejoras con respecto a aquel método de captura de imágenes, permitiéndonos grabar

la totalidad de cada frame en un mismo instante por medio de las cámaras de captura continua;

además, la frecuencia de captura ya no sólo depende del estándar utilizado en un determina-

do país, sino que en algunos equipos es posible seleccionarla entre un rango determinado, para

trabajar así con la frecuencia requerida, dada la gran variación que produce la utilización de

diferentes frecuencias sobre los valores cinemáticos (Mortimer, 2000).

Las cámaras digitales proporcionan una señal de salida digital y, por tanto, nos permiten

trabajar con la imagen digital directamente en el ordenador, sólo mediante la conexión de la

cámara por medio del USB (Universal Serial Bus) o del Firewire. Por su parte, las cámaras

analógicas proporcionan una señal analógica que precisa de su digitalización, por medio de la

tarjeta digitalizadora para convertirla en una matriz numérica (imagen digital) sobre la que se

aplican diferentes operaciones que determinan el procesamiento digital de la imagen.

Las cámaras para realizar la captura poseen una matriz de elementos semiconductores sen-

sibles a la luz o CCD (Charge Coupled Device) que determina su resolución, ya que crea una

imagen con tantos píxeles como elementos fotosensibles tenga la matriz; cuando la luz incide

sobre éstos, se genera una señal eléctrica proporcional a la cantidad de luz que ha incidido, que

posteriormente se cuanti�ca en un valor comprendido entre 0 y 255, correspondiendo, el 0 al

negro y el 255 al blanco, para las imágenes en escala de grises; en el caso de que la imagen

requerida sea en color real, este proceso se realizará para los tres colores básicos (rojo, verde y

azul).

Una vez obtenida la imagen digital, nos encontramos con un mosaico de valores sobre el cual

se pueden aplicar operaciones que permiten mejorar la imagen, preprocesarla y a continuación

realizar una segmentación, que determinará, en función de los diferentes valores de los píxeles,

la identi�cación de las células espermáticas.
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Software. El software, en primer lugar, ha de establecer, del total de píxeles de la imagen,

cuáles corresponden a espermatozoides, tomando generalmente la cabeza como referencia; para

ello, el programa ha de trabajar con un rango de píxeles que se considera apropiado para la

cabeza espermática y, dada la variación de tamaño de ésta según la especie, es el técnico el que

tiene que introducir un mínimo y un máximo, de forma que el programa reconocerá a todos los

objetos que estén dentro de este rango como espermatozoides, cuando esto no siempre es así.

Para solventar este inconveniente, el sistema SM-CMA® requería la presencia de una porción de

la cola para identi�car como espermatozoides a aquellos objetos con unas proporciones determi-

nadas (Neuwinger et al., 1990) y posteriormente, Hamilton-Thorne ideó el sistema IDENT®, que

empleaba la tinción �uorescente Hoechst, por medio de su unión al ADN celular, para identi�car

a las células espermáticas (Zinaman et al., 1996).

Una vez determinados los espermatozoides, con la mayor �abilidad posible, se procede a re-

ducirlos a un solo punto, denominado centroide, que normalmente resulta ser el centro del grupo

de píxeles que de�nen la cabeza de un espermatozoide, método empleado por equipos como el

CellTrack® o el CellSoft®, o bien el punto más brillante de la cabeza espermática, como en el

sistema IVOS®(�gura 2.9).
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Figure 1. Diagrammatic cross-section of a mammalian sperm tail in the
proximal region of the principal piece (Mortimer, 1997).

Figure 2. Reconstruction of a trajectory. A point of reference, such as
the center of the sperm head (the centroid) is followed through a se-
quence of images of the spermatozoon. The points are then joined to
give a trajectory reconstruction.

been incubated under capacitating (eg, fertilization-pro-
moting) conditions (Serres et al, 1984).

But if the flagellum is the part of the spermatozoon that
causes motility, why consider how the head is moving,
rather than concentrating on the flagellar movement pat-
terns? The reason is a practical one—it is technically
much easier to follow the head than it is to follow the
tail. The frequency of the flagellar beats is very high (up
to 80 beats per second for washed human spermatozoa
[Mortimer ST et al, 1997]), so there would need to be at
least 200 observations per second for each spermatozoon
to ensure that the flagellar beat pattern was being fol-
lowed correctly. Because standard video systems analyze
at 25–60 images per second, the frequency of sampling
then would be too low, the consequence being that the
tail would appear as a smear when freeze-frame analysis
was used. In contrast, because the head is not moving as
fast as the tail, it is possible to obtain relatively clear
images of the head using conventional video technology.
Because the pattern of sperm head movement is directed
by the flagellar beat pattern, there is a relationship be-
tween the two, and this can be exploited in the determi-
nation of differences between sperm movement patterns
under different circumstances. The reasons why this ap-
proach is important in clinical andrology and ART labo-
ratories, as well as in research, are discussed below.

How CASA works

To understand the most appropriate applications for
CASA, the first step is to understand how CASA works—
how does the microscope image of a group of swimming
spermatozoa get translated into the series of measure-
ments and numbers given by a CASA instrument? The
review by Boyers et al (1989) gives a very clear presen-

tation of the steps involved, and the reader is encouraged
to consult that article for an in-depth explanation. The
common components of CASA instruments are a video
camera, a video-frame grabber card, and a computer. The
computer software is used to identify and follow all of
the spermatozoa in the video images and to perform all
of the data calculations.

First, the image of the microscope field is sent from
the camera and is converted into a digital image. The
easiest way for the machine to perceive spermatozoa is
to use a dark-field or a negative-high–phase contrast im-
age, which gives white sperm heads on a dark back-
ground. The brightness of the head image stays fairly con-
sistent even as the spermatozoa move because the rotation
of their heads does not change the intensity of the white
image. The image of each sperm head is then digitized,
with the computer determining the number of picture el-
ements (pixels) the sperm head covers (Figure 2). There
is a range of pixel numbers that is acceptable for a sperm
head, given the expected minimum and maximum size
for the species, and the computer will recognize an object
that falls within the expected range as a sperm head. His-
torically, CASA instruments could not differentiate be-
tween a sperm head and debris; thus, if the piece of debris
was in the size range expected for a sperm head, this
would be a source for error. The Stromberg-Mika CASA
system addressed this problem by requiring an attached
tail before a sperm head was identified positively (Neu-
winger et al, 1990; Wijchman et al, 1995). In an alter-
native approach, the Hamilton Thorne system now uses

Figura 2.9: Reconstrucción de una trayectoria a partir de la
posición de la cabeza espermática en la secuencia de imágenes.
El centro de la cabeza del espermatozoide se toma como punto
de referencia (centroide) y es seguido a través de la secuencia
de imágenes uniéndose los distintos puntos para crear la tra-
yectoria recorrida (Mortimer, 2000).

A partir de este momento el pro-

grama identi�cará a cada centroi-

de y establecerá su posición en los

sucesivos frames reconstruyendo así

la trayectoria de cada espermatozoi-

de, para lo cual se establece una zo-

na de probabilidad en forma de cir-

cunferencia alrededor de éste, utili-

zando como radio la distancia máxi-

ma que se puede esperar que recorra

un espermatozoide en el intervalo de

tiempo transcurrido entre dos imáge-

nes capturadas, distancia que ha de

ser incorporada en los parámetros de

con�guración del programa, pues va-

ría tanto en función de la especie a

analizar como del medio empleado;

el circulo resultante va a constituir

el área donde es más probable que se encuentre el espermatozoide en la siguiente imagen.

Este procedimiento puede dar lugar a errores de cálculo como consecuencia de la presencia,

en el siguiente frame, de dos centroides en una misma zona de probabilidad; el software puede

confundirlos y realizar una reconstrucción incorrecta de las trayectorias de ambos (�gura 2.10).

Para minimizar este efecto se recomienda emplear muestras con concentraciones no muy elevadas,

para así reducir el número de cruces entre espermatozoides (Mortimer et al., 1995; ESHRE, 1998).
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2.3.3.2. Cuanti�cación del movimiento espermático.

Los parámetros cinéticos han sido de�nidos como aspectos geométricos de la movilidad, de-

pendientes del tiempo, que se diferencian mediante cálculos de masa y fuerza (Drobnis et al.,

1988).

Se han desarrollado métodos para cuanti�car tanto el movimiento de la cabeza como el del

�agelo de los espermatozoides; aunque al primero se le ha prestado, por motivos técnicos, más

atención, por lo que su desarrollo ha sido mayor, no hay que olvidar que el movimiento �agelar

es el que de�ne el desplazamiento de la célula, y por lo tanto se ha de tener muy en cuenta en el

análisis cinemático (Mortimer, 1997).
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Figure 3. Digitization of the image of a sperm head. (Panel A), a sper-
matozoon image with the overlaying picture elements (pixels) that are
used to make up the video image. (Panel B), how the computer ‘‘sees’’
the sperm head following digitization.

Figure 5. CASA digitization and reconstruction of sperm tracks. All of the
spermatozoa in the field of view are digitized (A), and their trajectories
are reconstructed simultaneously over 0.5 s of movement (B). Note the
differences in the trajectory shapes and the relationship to differences in
the flagellar bending.

Figure 4. Identification of the spermatozoon and its zona of probability
(A), indicating where the spermatozoon is likely to be found in the next
video image (B). Complications occur when more than one sperm head
is located within the zone of probability in the subsequent image (C).

the IDENT system, in which Hoechst dye binds to the
DNA in sperm heads, which then fluoresce and are rec-
ognized by the computer (Zinaman et al, 1996). After a
sperm head has been identified, its (x,y) coordinate po-
sition on the plane of the microscope field is calculated
by the computer. This point is determined using either the
center of the sperm head (termed the centroid) or the
brightest point on the sperm head as the reference point
(Figure 2).

After all of the sperm heads in a single field or frame
have been identified and recorded as computer data, the
next field or frame is analyzed, and the digitized sperm
head images are tracked by the computer (Figure 3). The
computer searches for the consecutive image of a sperm
head within a zone of probability, which is a circle of a
particular radius around the sperm head (Figure 4). The
radius is determined by the maximum distance a sper-
matozoon would be expected to travel within the time
period. This distance is often set by the user and differs

depending upon whether the spermatozoa are in semen or
in culture medium. After the sequential image of the
sperm head has been located, its (x,y) coordinates are
calculated, and the next video field or frame is analyzed,
until the time period is completed. For each spermato-
zoon, the trajectory of the reference point on the sperm
head is reconstructed (Figure 5), and a series of kinematic
values are calculated. Kinematics are ‘‘time-varying geo-
metric aspects of motion’’ (Drobnis et al, 1988b) and are
used to differentiate sperm movement patterns. The rel-
evance of the different sperm movement patterns in the
diagnosis of sperm function is discussed in detail below.
When using CASA, all of the spermatozoa in the field of
view have their trajectories reconstructed simultaneously.
That is, all of the spermatozoa in a field are identified
before the next image in the sequence is analyzed. It fol-
lows then that if too many spermatozoa are in the field
of view, it may not be possible for the instrument to re-
construct their trajectories accurately. If spermatozoa col-
lide with each other, their kinematics are momentarily al-
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Figure 6. Trajectory reconstruction when two spermatozoa share a zone
of probability (A). In these cases, the CASA instrument will either trun-
cate the sperm tracks or determine which is the most likely trajectory.
There is the risk that the tracks may be incorrectly reconstructed (B),
although vector analysis would reduce the incidence of this (C). Figure 8. Determination of kinematic values. The velocity values are de-

termined as the length of the relevant path over time. The values LIN,
STR, and WOB are determined as ratios of the velocity values. Amplitude
of lateral head displacement (ALH) is the total width of the sperm head
trajectory. See text for details of calculation and explanation of abbrevi-
ations.

Figure 7. The same trajectory reconstructed at 30 and 60 Hz. Increasing
image sampling frequency results in more track information being avail-
able and therefore affects the kinematics.

tered, and this could affect their motility classification.
Also, if the trajectories of two or more spermatozoa bring
them to within each other’s zone of probability, then de-
pending upon the CASA instrument used, the trajectories
may be rejected from the analysis or may be included,
but with the risk of incorrect reconstruction (Figure 6). It
is for these reasons that the consensus meetings on the
use of CASA have recommended that sperm concentra-
tions of �40 � 106/mL be used (Mortimer et al, 1995b;
ESHRE Andrology Special Interest Group, 1998).

The camera used to obtain the microscopic images is
a video camera. The number of images per second that
the camera obtains depends upon the picture standard
used. For example, in some countries, the phase alternat-
ing line (PAL) standard is used, whereas in others, it is

the National Television Standards Committee standard
(NTSC). For both of these video standards, the video
camera records 2 video fields, 1 field composed of the
odd-numbered lines, or rasters, that make up the video
picture, and the other field composed of the even-num-
bered lines. These two fields are usually combined to pro-
vide a ‘‘frame.’’ The PAL system gives 25 frames, or 50
fields, per second, whereas the NTSC system gives 30
frames, or 60 fields, per second. In the past, only 0.25–
0.5 seconds’ movement was analyzed by CASA, but with
some instruments, such as the Hobson Sperm Tracker and
the Hamilton Thorne IVOS, it is now possible to follow
spermatozoa for extended periods. The video system
used, therefore, will have an effect on the number of im-
ages of a sperm’s trajectory analyzed within a set time
period. The shape of the trajectory is altered quite con-
siderably by the number of images taken per second, so
the same track can appear relatively simple when recon-
structed at 30 images per second, but complex when re-
constructed at 60 images per second (Figure 7). This ef-
fect has been shown to alter the kinematic values for a
trajectory (Mortimer et al, 1988; Mortimer and Swan
1999b).

Quantitation of Sperm Movement

The kinematic values determined for each spermatozoon
cover the velocity of movement, the width of the sperm
head’s trajectory, and frequency of the change in direction
of the sperm head (David et al, 1981; Serres et al, 1984).
The derivation of each of the values to be discussed has
been covered in detail elsewhere (Mortimer, 1997) and so
will not be covered here.

The velocity values that are determined are the curvi-
linear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL), and
average path velocity (VAP; Figure 8). All of these values

Figura 2.10: Imagen superior: Representación de la célula y su radio de búsqueda (A), y el trazado de
su trayectoria en la siguiente imagen (B); la posible confusión sucede cuando un segundo espermatozoide
irrumpe en la zona de probabilidad del primero (C). Imagen inferior: reconstrucción de las trayectorias
cuando dos espermatozoides comparten la misma zona de probabilidad (A), pudiendo originar un trazado
erróneo (B) o correcto (C) de las mismas (Imágenes extraídas de Mortimer, 2000).

Análisis del movimiento �agelar. Las trayectorias de los espermatozoides que se mueven

libremente están dictaminadas por las características del batido �agelar, de forma que diferentes

patrones de movimiento del �agelo van a determinar diferentes trayectorias de los espermatozoi-

des (Suárez et al., 1983).

El análisis del movimiento �agelar se inició en la década de los años 50, cuando mediante

principios dinámicos se pretendía estudiar el movimiento de varios puntos establecidos a lo largo

del eje longitudinal del �agelo, determinando así una serie de índices:

Longitud de la onda de batido �agelar: la distancia entre dos picos consecutivos a lo largo
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del �agelo (Katz et al., 1978; Ishijima et al., 1986); se suele calcular como el doble de la

mitad de la longitud de la onda, que es la distancia existente entre el pico y la in�exión de

la misma (�gura 2.11).

Velocidad de propagación de la onda �agelar: el pico de onda es calculado mediante el mé-

todo del midpoint (�gura 2.11) y la distancia recorrida por este pico a lo largo del �agelo

se determina mediante la medición del incremento de la distancia entre el cuello y el punto

medio en imágenes sucesivas (Gibbons y Gibbons, 1980b; Serres et al., 1984).

Frecuencia de batido �agelar: es el número de batidos del �agelo por segundo.

Amplitud del batido �agelar: se considera, bien como la anchura máxima del batido �agelar

(Burkman, 1984), o bien como el desplazamiento máximo del �agelo con respecto a una

línea imaginaria central (Overstreet et al., 1979).

Radio de curvatura �agelar (FCR): Suárez et al. (1983) de�nieron este parámetro para

aquellas ocasiones en las que no es posible determinar la longitud completa del �agelo, lo

que ocasiona problemas en el cálculo del parámetro anterior; resulta de dividir la distancia

en línea recta desde el cuello del espermatozoide al primer punto de in�exión de la cola

entre la distancia curvilínea del �agelo entre esos dos mismos puntos (�gura 2.11).

Radio de curvatura: es una cuanti�cación de la curvatura �agelar (�gura 2.11); se calcu-

la ajustando circunferencias de radio conocido a las in�exiones originadas por el �agelo

(Drobnis et al., 1988).

Ángulo de in�exión �agelar: este valor es el ángulo suplementario que se forma en la inter-

sección de dos tangentes trazadas en la onda �agelar (�gura 2.11).

Otros: e�ciencia de batido, e�cacia cinética, velocidad angular de la onda �agelar, . . . (Mor-

timer, 1997).

Figura 2.11: Métodos comunes de análisis del movimiento �agelar (Mortimer, 1997).
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No obstante, este tipo de parámetros, aun teniendo una gran importancia en el estudio del

movimiento espermático, se establecieron mediante técnicas de cartografía manual y su adapta-

ción a los sistemas computarizados no resulta sencillo, debido a que la alta frecuencia de batido

�agelar de los espermatozoides (unos 80 batidos por segundo para las células humanas) no se re-

coge de forma e�ciente por los equipos actuales, que presentan frecuencias de captura de en torno

a 25-50 frames/segundo, cuando Mortimer et al. (1997) determinaron que para poder realizar un

correcto seguimiento del movimiento del �agelo sería necesario capturar al menos 200 imágenes

por segundo. Mientras tanto, y debido a la relación existente entre el patrón de movimiento de

la cabeza y el de la cola del espermatozoide (este último dirige al primero), se realizan estimacio-

nes indirectas utilizando la cabeza espermática como referencia para los sistemas computarizados.

Análisis del movimiento del centroide. Antes de 1988, los estudios realizados por los di-

ferentes investigadores ya se referían a índices cinemáticos calculados a partir de las trayectorias

descritas por los centroides, si bien los términos empleados variaban notablemente entre ellos. A

partir de este año, y tras dos congresos realizados con el �n de consensuar la terminología a em-

plear, quedaron concretados una serie de parámetros cinéticos básicos que de�nen el movimiento

espermático y cuyo cálculo ha sido incorporado por todos los sistemas computarizados utilizados

en la actualidad.

Estos parámetros se podrían agrupar en los siguientes apartados:

1. Velocidad.

Para describir los diferentes aspectos de la progresión de los espermatozoides se recurre a

tres parámetros, que son la velocidad curvilínea (VCL), la velocidad rectilínea (VSL) y la

velocidad media (VAP). Todas ellas se miden en µm/s (Mortimer y Mortimer, 1990).

Velocidad Curvilínea (VCL): hace referencia a la distancia total que recorre la cabeza

del espermatozoide en el tiempo de captura; la distancia recorrida se re�ere a la

proyección bidimensional de la trayectoria tridimensional real que describe (Mortimer,

1997); el resultado es siempre mayor o igual que las otras dos velocidades (�gura 2.12).

Velocidad Rectilínea (VSL): indica la ganancia neta de espacio por parte del esper-

matozoide, determinada por la línea recta que une el primer punto y el último de la

trayectoria (Mortimer, 1997).

Velocidad Media (VAP): velocidad del espermatozoide en su trayectoria media du-

rante el periodo de observación, siendo esta trayectoria un indicativo de la dirección

media de la célula espermática analizada (Mortimer, 1997); su determinación se puede

realizar bien de forma manual, mediante interpolación visual o efectuando un cálculo

geométrico, o bien de forma matemática, por medio de diferentes métodos algebraicos

recogidos bajo el nombre genérico de smoothing (�gura 2.13).
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Figura 2.12: Distancias utilizadas para el cálculo de los diferentes parámetros de velocidad analizados
(Mortimer, 1997).

La interpolación visual realiza el cálculo de esta trayectoria media dibujando una línea

a lo largo de la trayectoria real del espermatozoide en cuestión, mientras que el cálculo

geométrico traza una serie de líneas primarias que van desde la parte más alejada de uno

de los picos de la trayectoria a la más alejada del pico consecutivo; el punto medio de cada

una de estas líneas determinará el lugar por donde se ha de trazar la trayectoria media.

Por su parte, los sistemas CASA han incorporado la vía matemática, estableciendo

la trayectoria media a partir del valor promedio de las coordenadas de los puntos de la

trayectoria circular adyacente (smoothing). Este método de cálculo presenta el problema

de que los puntos iniciales y �nales no pueden ser incluidos en los cálculos matemáticos, por

lo que algunos investigadores establecieron dos modi�caciones en el método, denominadas

�Re�exión� (Katz y Davis, 1987) y �Window smoothing� (Mortimer y Swan, 1995), con el

�n de establecer de una forma más correcta los puntos de trazada de la trayectoria media.

2. Ratios de velocidad.

Para de�nir de una forma más completa la trayectoria descrita por un espermatozoide, se

han desarrollado tres índices que establecen la relación entre las tres velocidades analizadas:

el índice de linealidad (LIN), el índice de rectitud (STR) y el índice de oscilación (WOB).

Índice de Linealidad (LIN): es la relación porcentual entre la VSL y la VCL; indica

lo próxima que es la trayectoria circular del espermatozoide a una línea recta. Aque-

llas trayectorias que presenten recorridos circulares presentarán un bajo LIN, como

consecuencia de que el espacio neto ganado será mucho menor que la distancia total

recorrida por el espermatozoide; en el caso contrario, un espermatozoide que describa

una trayectoria curvilínea con una baja amplitud de desplazamiento lateral presentará

un alto LIN, ya que la distancia neta ganada estará próxima a la real recorrida por el

espermatozoide (Mortimer, 1997).

LIN( %) =
V SL

V CL
x100
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Figura 2.13: Métodos utilizados en la derivación de la trayectoria media para el cálculo de la VAP.
Los dos primeros métodos se emplean comúnmente en el análisis manual o semi-automatizado de la
trayectoria, mientras que los otros dos, que utilizan el denominado "smoothing", son los que suelen
emplearse en los sistemas CASA (Mortimer, 1997).

Índice de Rectitud (STR): establece la relación porcentual entre la VSL y la VAP,

indicándonos lo próxima que es la trayectoria media a una recta. Aquellas trayectorias

curvilíneas alejadas de una línea recta presentarán, del mismo modo que en el LIN,

unos valores bajos, mientras que trayectorias sin grandes oscilaciones laterales y con

una gran distancia entre los puntos de trazada mostrarán índices de rectitud altos

(Mortimer, 1997).

STR( %) =
V SL

V AP
x100

Índice de Oscilación (WOB): indica el grado de oscilación de la trayectoria real de la

cabeza del espermatozoide con respecto a la trayectoria media (Blanco-Palau, 1998),

por medio de la relación porcentual existente entre la VAP y la VCL. Sus valores

serán bajos en aquellos casos en los que la trayectoria descrita presente valores de la

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza elevados y altos en el caso de que

ésta sea circular, estando en este caso la VCL próxima a la VAP.

WOB( %) =
V AP

V CL
x100

3. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza espermática (ALH).
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2.3 Análisis de la movilidad espermática mediante sistemas computarizados.

Aun no pudiéndose considerar, en sentido estricto, una amplitud, puesto que no se mide

entre el pico de onda y el punto de in�exión de la curva (Mortimer, 2000), este pará-

metro se encarga de determinar, en µm, el desplazamiento efectuado por la cabeza del

espermatozoide en su trayectoria curvilínea de uno a otro lado de la trayectoria media

(Quintero-Moreno, 2003). Su cálculo resulta de gran interés, ya que se emplea como una

aproximación para describir el batido �agelar; para realizarlo es necesario efectuar el tra-

zado de la trayectoria media para, a continuación, establecer la distancia entre ésta y cada

uno de los puntos de la trayectoria real, distancia a la que se denomina �riser � (Boyers

et al., 1989), y se considera a la ALH en cada punto como el doble de la misma. Existen

dos vías para el cálculo de la ALH, la ALH máxima y la ALH media; la primera corresponde

al valor máximo que adquiere la ALH en el transcurso de la trayectoria analizada, mientras

que la segunda es el promedio establecido de todos los valores calculados a lo largo de la

trayectoria. La utilización de una u otra depende del equipo en cuestión, por lo que resulta

de gran interés conocer cuál estamos empleando en las valoraciones que realizamos. En una

trayectoria regular, el riser es perpendicular a cada punto de la trayectoria media, si bien

esta a�rmación no se con�rma si el recorrido espermático resulta muy irregular, originando

una disminución en la exactitud de los resultados obtenidos tras los cálculos matemáticos

(Mortimer, 1997).

4. Frecuencia de batido (BCF).

Se desarrolló como indicador de la frecuencia de batido �agelar y equivale al número de

veces, expresado en Hz, que la cabeza del espermatozoide cruza la dirección del movimiento

(trayectoria media). Su cálculo resulta muy útil en la valoración de fuertes cambios en los

patrones del movimiento del �agelo (Mortimer, 1997), si bien su aplicación para el análi-

sis de trayectorias muy irregulares puede originar errores en los cálculos matemáticos, del

mismo modo que sucedía en la ALH (Mortimer, 1997).

Existen otros parámetros derivados de estos descritos que también se emplean en la descripción

del movimiento de las células espermáticas (recogidos en la tabla 2.4), aunque no todos los equipos

están programados para determinarlos y su utilización es poco frecuente.

Por otra parte, a �nales del siglo pasado surgieron un nuevo tipo de parámetros cinéticos

para el análisis de espermatozoides humanos capacitados (Mortimer et al., 1996; Mortimer y

Swam, 1999b), con el �n de facilitar la comparación de los análisis realizados, mediante equipos

que utilizan diferentes algoritmos o bien distintas frecuencias de captura, así como de reducir los

inconvenientes en la valoración de los espermatozoides hiperactivados, si bien su utilización no

está extendida.

Con independencia de los métodos empleados, la utilización de sistemas CASA determina

los patrones cinemáticos de cada espermatozoide y su combinación puede ser empleada para

clasi�car su patrón de movimiento (Mortimer, 2000).
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2.3 Análisis de la movilidad espermática mediante sistemas computarizados.

2.3.4. Fuentes de variación de los resultados en los sistemas CASA.

La incorporación de los sistemas computarizados al análisis de la movilidad espermática no

estuvo exenta de problemas. Las expectativas creadas en torno a la utilización de estos equipos,

que pronosticaban la obtención de resultados objetivos sin variaciones e incluso excelentes corre-

laciones con la fertilidad, pronto se vinieron abajo al comprobar que los resultados obtenidos no

proporcionaban una mejora sustancial en la e�cacia de predicción de la capacidad fecundante de

una determinada muestra seminal, aparte del inconveniente, desde un punto de vista económico,

que suponía la adquisición de uno de estos sistemas, así como la necesidad de incorporar personal

capacitado para operar con estos equipos, hechos que han ralentizado su difusión en la andrología

veterinaria (ESHRE, 1998; Verstegen et al., 2002; Amann y Katz, 2004).

No obstante, el mayor inconveniente que nos encontramos en la utilización de estos sistemas

es que los resultados van a estar condicionados también por multitud de factores (Vantman et al.,

1988), por lo que se echa por tierra el principal �n para el que fueron ideados, la obtención de

resultados objetivos que permitan su comparación. Se comprobó que los resultados recogidos

eran inexactos (Mortimer y Mortimer, 1988) y que la comparación de los mismos entre distin-

tos sistemas era, cuanto menos, problemática (Gill et al., 1988; Amann, 1988), ya que estaban

claramente in�uenciados por las condiciones en las que cada laboratorio realizaba los análisis.

Este tipo de errores son de carácter técnico y, por lo tanto, salvables mediante una correcta

validación y estandarización, tanto de los sistemas como de las condiciones de medida, así como

con una adecuada formación del personal encargado, por lo que, en la década de los 90, se

intensi�caron los trabajos de identi�cación de las fuentes de variación, para así poder establecer

las condiciones óptimas que las minimizaran (Neuwinger et al., 1990; Anzar et al., 1991; Wetzels

et al., 1993; Holt et al., 1994; Kraemer et al., 1998).

En de�nitiva, es indispensable conocer las fuentes de variación que pueden afectar a los re-

sultados recogidos de la valoración cinética mediante los sistemas computarizados de análisis.

2.3.4.1. Fuentes de variación originadas por los equipos de captura y análisis de

imágenes.

Diseño del software.

Las diferencias existentes en el diseño del software entre los distintos equipos de análisis cinético

hace que los resultados obtenidos para una misma muestra varíen de forma sustancial (Mortimer

y Mortimer, 1988; Davis et al., 1992; Davis y Katz, 1992; Davis y Katz, 1993), lo que conlleva la

imposibilidad de comparar datos recogidos por equipos diferentes. Estas diferencias se presentan

principalmente en cuatro puntos:

El método de identi�cación de los espermatozoides.

La zona de la célula empleada como referente en el trazado de las trayectorias.

Los parámetros de con�guración.
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Los algoritmos empleados en el cálculo de las características del movimiento; este punto

afecta sobre todo a aquellos parámetros que precisan del smoothing para su determinación,

como la ALH y la VAP (Holt et al., 1994; Mortimer y Swam, 1999a; Mortimer y Swam,

1999b).

Parámetros de con�guración.

1. Umbral de identi�cación de espermatozoides: el establecimiento de un correcto umbral de

tamaño, dentro del cual todas las partículas detectadas serán consideradas espermatozoides,

es de extrema importancia, ya que si el umbral mínimo es demasiado alto y/o el máximo es

demasiado bajo, puede determinar la exclusión de células espermáticas, alterando el número

total de espermatozoides presentes, que resultará inferior, y si el umbral mínimo es muy

bajo y/o el máximo es muy alto, dará lugar a la indenti�cación como espermatozoides de

numerosos restos celulares, incrementando el porcentaje de �espermatozoides inmóviles�, lo

que provocará una reducción arti�cial del porcentaje de movilidad (Vantman et al., 1988).

2. Radio de búsqueda: al igual que ocurría en el anterior parámetro de con�guración, una

incorrecta elección del radio de búsqueda provocará la aparición de un mayor número de

trayectorias calculadas erróneamente, de forma que si el radio establecido es muy pequeño,

no aparecerán en él aquellos espermatozoides que presenten una velocidad muy alta, por

lo que se incrementará la presencia de trayectorias incompletas, y si es demasiado grande,

se originarán numerosos cruces con otras células, lo que determinará un aumento de tra-

yectorias calculadas incorrectamente (Holt y Palomo, 1996; Holt et al., 1996). El valor de

este parámetro varía en función del equipo utilizado; así, en el Hobson Sperm Tracker®se

considera óptimo para el verraco el de 13 µm (Holt et al., 1996) y en el sistema SCA® el

de 11 µm (Blanco-Palau, 1998).

3. Número de puntos de la trayectoria analizados: corresponde al número de imágenes cap-

turadas en la secuencia y repercute de forma directa en la determinación de la VCL, el

LIN y la ALH (Mack et al., 1988; Vantman et al., 1988), así como en la del porcentaje de

movilidad. El empleo de valores altos no permite a los espermatozoides con un movimiento

muy rápido permanecer el tiempo necesario en el campo de captura, originando numerosas

trayectorias incompletas y, como consecuencia de ello, provocando una reducción �cticia en

el porcentaje de espermatozoides móviles (Davis y Katz, 1992). Algunos autores aconsejan

la utilización de un mínimo de veinte puntos en el cálculo de una determinada trayectoria

(Mack et al., 1988; Yeung y Nieschlag, 1993).

4. Frecuencia de captura: el número de imágenes capturadas por segundo in�uye de forma

sustancial en la trayectoria calculada (�gura 2.14); cuanto mayor sea la frecuencia de cap-

tura, más se aproximará la trayectoria trazada a la real del espermatozoide (Mortimer,

2000), modi�cándose todos los parámetros analizados, con la lógica salvedad de la VSL

(Mortimer y Mortimer, 1988; Mortimer y Swam, 1999b). Al aumentar la frecuencia de cap-

tura se incrementan los valores calculados para la VCL, la VAP, la BCF y el STR, mientras

que disminuyen los del LIN, el WOB y la ALH.
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Figure 6. Trajectory reconstruction when two spermatozoa share a zone
of probability (A). In these cases, the CASA instrument will either trun-
cate the sperm tracks or determine which is the most likely trajectory.
There is the risk that the tracks may be incorrectly reconstructed (B),
although vector analysis would reduce the incidence of this (C). Figure 8. Determination of kinematic values. The velocity values are de-

termined as the length of the relevant path over time. The values LIN,
STR, and WOB are determined as ratios of the velocity values. Amplitude
of lateral head displacement (ALH) is the total width of the sperm head
trajectory. See text for details of calculation and explanation of abbrevi-
ations.

Figure 7. The same trajectory reconstructed at 30 and 60 Hz. Increasing
image sampling frequency results in more track information being avail-
able and therefore affects the kinematics.

tered, and this could affect their motility classification.
Also, if the trajectories of two or more spermatozoa bring
them to within each other’s zone of probability, then de-
pending upon the CASA instrument used, the trajectories
may be rejected from the analysis or may be included,
but with the risk of incorrect reconstruction (Figure 6). It
is for these reasons that the consensus meetings on the
use of CASA have recommended that sperm concentra-
tions of �40 � 106/mL be used (Mortimer et al, 1995b;
ESHRE Andrology Special Interest Group, 1998).

The camera used to obtain the microscopic images is
a video camera. The number of images per second that
the camera obtains depends upon the picture standard
used. For example, in some countries, the phase alternat-
ing line (PAL) standard is used, whereas in others, it is

the National Television Standards Committee standard
(NTSC). For both of these video standards, the video
camera records 2 video fields, 1 field composed of the
odd-numbered lines, or rasters, that make up the video
picture, and the other field composed of the even-num-
bered lines. These two fields are usually combined to pro-
vide a ‘‘frame.’’ The PAL system gives 25 frames, or 50
fields, per second, whereas the NTSC system gives 30
frames, or 60 fields, per second. In the past, only 0.25–
0.5 seconds’ movement was analyzed by CASA, but with
some instruments, such as the Hobson Sperm Tracker and
the Hamilton Thorne IVOS, it is now possible to follow
spermatozoa for extended periods. The video system
used, therefore, will have an effect on the number of im-
ages of a sperm’s trajectory analyzed within a set time
period. The shape of the trajectory is altered quite con-
siderably by the number of images taken per second, so
the same track can appear relatively simple when recon-
structed at 30 images per second, but complex when re-
constructed at 60 images per second (Figure 7). This ef-
fect has been shown to alter the kinematic values for a
trajectory (Mortimer et al, 1988; Mortimer and Swan
1999b).

Quantitation of Sperm Movement

The kinematic values determined for each spermatozoon
cover the velocity of movement, the width of the sperm
head’s trajectory, and frequency of the change in direction
of the sperm head (David et al, 1981; Serres et al, 1984).
The derivation of each of the values to be discussed has
been covered in detail elsewhere (Mortimer, 1997) and so
will not be covered here.

The velocity values that are determined are the curvi-
linear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL), and
average path velocity (VAP; Figure 8). All of these values
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the Hamilton Thorne IVOS, it is now possible to follow
spermatozoa for extended periods. The video system
used, therefore, will have an effect on the number of im-
ages of a sperm’s trajectory analyzed within a set time
period. The shape of the trajectory is altered quite con-
siderably by the number of images taken per second, so
the same track can appear relatively simple when recon-
structed at 30 images per second, but complex when re-
constructed at 60 images per second (Figure 7). This ef-
fect has been shown to alter the kinematic values for a
trajectory (Mortimer et al, 1988; Mortimer and Swan
1999b).

Quantitation of Sperm Movement

The kinematic values determined for each spermatozoon
cover the velocity of movement, the width of the sperm
head’s trajectory, and frequency of the change in direction
of the sperm head (David et al, 1981; Serres et al, 1984).
The derivation of each of the values to be discussed has
been covered in detail elsewhere (Mortimer, 1997) and so
will not be covered here.

The velocity values that are determined are the curvi-
linear velocity (VCL), straight-line velocity (VSL), and
average path velocity (VAP; Figure 8). All of these values

Figura 2.14: Efecto de la frecuencia de captura en el trazado de la trayectoria (Mortimer, 2000).

Equipo óptico y de captura.

1. Óptica: la realización de una correcta segmentación de las imágenes depende en gran medida

de la obtención de un buen contraste entre los espermatozoides y el fondo del campo de

captura. Para ello se necesita que la iluminación tenga la intensidad y el color adecuado, así

como que permanezca constante durante el tiempo de la valoración. El aumento empleado

debe ser el mismo en todas las valoraciones, siendo 100x la óptica recomendada para el

análisis de la movilidad (ESHRE, 1998).

Las ópticas de contraste de fase utilizadas pueden ser de dos tipos, positivo o negativo; las

de contraste positivo proporcionan una imagen en la que los espermatozoides se muestran

de un color oscuro sobre fondo claro, mientras que en las de contraste negativo esto se in-

vierte, apareciendo los espermatozoides de color claro, sobre un fondo oscuro. La utilización

de estas últimas proporciona una reconstrucción más �able de las trayectorias espermáticas

(Yeung y Nieschlag, 1993), ya que permite obtener una imagen más de�nida de la cabeza

del espermatozoide, no apareciendo así artefactos como ocurre en las de contraste positivo,

donde la rotación de la cabeza del espermatozoide puede alterar su tamaño y luminosidad

y un enfoque agudo puede provocar un halo que inter�era en el reconocimiento de la misma.

2. Cámara de captura: la elección de la cámara de captura también va a condicionar los re-

sultados obtenidos, así Tejerina et al. (2006a) observaron diferencias signi�cativas en prác-

ticamente todos los parámetros valorados al analizar una misma muestra con dos cámaras

diferentes, una de captura contínua y otra discontínua. En este estudio, los resultados pro-

porcionados por la cámara de captura discontínua eran superiores en los parámetros VCL,

VSL, VAP, WOB y ALH, mientras que en la BCF y el STR eran inferiores, y sólo el LIN

mostraba valores estadísticamente similares en ambas valoraciones.

Las trayectorias calculadas con las cámaras de captura discontínua resultan menos

�reales� que con la utilización de las contínuas, debido a la aparición de �cabezas fantasma�

(Tejerina, 2008), fenómeno que se produce como consecuencia de una mala coincidencia

entre la imagen aportada por las líneas pares y por las impares al combinarlas para formar

la imagen de�nitiva (�gura 2.15).
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Figura 2.15: Comparación de imágenes capturadas por cámaras de captura contínua y de captura dis-
contínua. Izquierda: imagen obtenida con una cámara de captura discontinua (Pulnix PE2015), donde
se aprecia la aparición de �cabezas fantasma� dentro de los círculos rojos. Derecha: imagen obtenida con
una cámara de captura continua (Basler A312-F).

2.3.4.2. Factores de variación derivados de las condiciones del análisis.

1. Temperatura: el efecto de la temperatura sobre la movilidad espermática es bien conocido,

ya que condiciona incluso al porcentaje de espermatozoides móviles totales, lo cual se viene

observando desde hace mnucho tiempo en los análisis subjetivos tradicionales realizados

mediante estimación visual. Con el análisis computarizado también queda de mani�esto

este efecto, habiéndose observado, en semen canino, incrementos de todos los parámetros

cinéticos al elevar la temperatura de las muestras hasta valores corporales (Iguer-ouada

y Verstegen, 2001). Para minimizar este tipo de variaciones (ESHRE, 1998) recomienda

realizar el análisis de las muestras a la temperatura corporal de la especie analizada, esti-

pulando la idónea para las muestras de semen porcino en 39 ºC.

2. Diluyente: la elección del medio en el que se van a diluir las muestras modi�ca de forma

notable los resultados recogidos en los diferentes parámetros cinéticos (Farrell et al., 1996;

Rijsselaere et al., 2003), por lo que las comparaciones sólo serán correctas entre muestras

diluidas en un mismo medio.

3. Cámara de recuento: el tipo de cámara utilizado también puede in�uir sobre los patrones

cinéticos mostrados por los espermatozoides; un factor clave es la profundidad de la misma

y resulta recomendable la utilización de cámaras con valores entre 10 y 20 µm (ESHRE,

1998), por lo que hay que descartar el empleo, tanto de un portaobjetos y un cubreobjetos,

que proporcionan profundidades altas y enormemente variables entre muestras, como de

hematocitómetros tipo Bürker, Neubauer o Thoma, cuya profundidad es de 100 µm, lo que

motivará que los espermatozoides se sitúen en varias capas de �uido, pudiéndose enfocar

con nitidez sólo aquellos presentes en una de ellas, además de que al desplazarse entre capas

se di�culta de forma considerable su seguimiento (Verstegen et al., 2002).
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Tradicionalmente se ha empleado la cámara Makler, que presenta una profundidad de

10 µm, para la valoración computarizada de la movilidad espermática; así mismo, existen

en el mercado otros modelos, como la Microcell®1 que está entre 12 y 20 µm, la Cell-vu®2

con 20 µm de profundidad y la cámara Leja®3, también con 20 µm. No obstante, a la hora

de comparar resultados es necesaria la utilización de la misma cámara, ya que no sólo se

han observado diferencias en los resultados de cámaras de distinta profundidad (Le Lannou

et al., 1992), sino que éstas también se han detectado entre cámaras con la misma profun-

didad pero de diferentes fabricantes (Iguer-ouada y Verstegen, 2001), posiblemente por la

interacción de algún componente de las mismas con el metabolismo espermático.

Otro factor a evitar es el sobrellenado de las cámaras (en general se realiza con 4 ó 5 µl),

ya que igualmente origina variaciones en el porcentaje de movilidad, así como en la concen-

tración de espermatozoides por campo de captura (Mack et al., 1989; Yanagida et al., 1990).

4. Concentración de la muestra: se ha descrito como uno de los parámetros que más condi-

ciona las características cinéticas de los espermatozoides (Vantman et al., 1988; Wetzels

et al., 1993; Verstegen et al., 2002); así, Pedigo et al. (1989) determinaron que el uso de

concentraciones elevadas está inversamente relacionado con la variabilidad de los resulta-

dos, si bien y en contrapunto con ello, Wetzels et al. (1993) establecieron una correlación

positiva entre la concentración y el porcentaje de movilidad de una muestra, sobre todo si

el porcentaje real de la misma era medio o bajo, ya que como consecuencia de la mayor

probabilidad de que se produzcan colisiones de las células móviles con las inmóviles, se

origina un movimiento �cticio de estas últimas.

La concentración no sólo determina variaciones en el porcentaje de movilidad de una

muestra, sino que en algunos estudios realizados, se observó una disminución de la VCL

y de la VSL a medida que se aumentaba la concentración (Vantman et al., 1988; Wetzels

et al., 1993). Este hecho posiblemente se deba a la exclusión de las trayectorias de los

espermatozoides más rápidos, por colisiones con células vecinas y/o al descenso de la VCL

media provocado por la toma en consideración del movimiento �cticio de los espermátozoi-

des inmóviles, que presenta un valor más bajo de este parámetro. El aumento de colisiones

también origina que las trayectorias sean más sinuosas, lo que conlleva una disminución del

LIN y un aumento de la ALH.

La concentración recomendada se situaría en el rango que va de los 25 a los 50 millones

de espermatozoides por ml, siendo éste el más utilizado en los trabajos publicados.

5. Número de espermatozoides analizados: El número de espermatozoides necesarios para ca-

racterizar a la población de una determinada muestra ha sido siempre discutido; en general,

se observan menores coe�cientes de variación en los resultados al analizar un mayor número

de células espermáticas, por lo que si se aumenta este número se obtendrá una valoración

1Conception Technologies.
2Millennium Sciences, Inc.
3Leja Products .
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más precisa (Verstegen et al., 2002). Para semen humano se recomienda el análisis de al

menos 200 células (ESHRE, 1998), mientras que para toro o para caballo esta cifra aumenta

a 300 (Budworth et al., 1987; 1988 citados en Verstegen et al., 2002) o a un rango entre

300 y 500 espermatozoides (Varner et al., 1991). No obstante, se ha aceptado un mínimo

de 100 células analizadas, siendo el intervalo entre 100 y 200 el más utilizado en la mayoría

de los laboratorios.

Para Holt et al. (1996), la determinación del número óptimo depende del propósito para

el que se recojan los datos; así, si lo que se pretende es establecer las medias de los diferentes

parámetros para realizar un muestreo estadístico, el número mínimo va a depender de los

límites de tolerancia y de la desviación estándar de las medidas, de forma que para verraco,

empleando el sistema Hobson Sperm Tracker®, establecen que no existe una variación

signi�cativa en la media de la VAP analizando un valor superior a 25 espermatozoides, si

bien los límites de con�anza no se alcanzan hasta que se haya valorado un número mayor.

En cambio, si el propósito es realizar un análisis más detallado de los resultados, el número

mínimo para conseguir resultados representativos asciende a 60 células.

6. Variabilidad intra-técnico: A pesar de que los sistemas CASA surgieron con el �n de ven-

cer la subjetividad que presentaban los análisis por visualización directa, los resultados

obtenidos con ellos evidencian que siguen existiendo variaciones en función del técnico que

realice la valoración. Así queda demostrado en el trabajo de Holt et al. (1994), donde una

misma muestra era analizada por varios técnicos, con diverso grado de experiencia, con

cinco modelos diferentes de sistemas CASA, constatándose que para todos los parámetros

analizados, la variabilidad existente entre los análisis de los diferentes técnicos dentro de

cada modelo fue mayor que la observada entre los diferentes modelos. Por ello, hay que

tener muy en cuenta que, tanto la especialización como la experiencia del personal en-

cargado de realizar las valoraciones es uno de los aspectos más determinantes a la hora

de conseguir una correcta utilización de estos sistemas (ESHRE, 1998; Krause y Viethen,

1999; Verstegen et al., 2002).
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3. Material y métodos

3.1. Productos y soluciones.

La tabla 3.1 muestra la relación de los productos empleados en la realización de la parte

experimental de esta tesis doctoral.

Los datos de interés relativos a los modelos de los diferentes aparatos utilizados serán indi-

cados a pie de página.

PRODUCTO
PRODUCTO
CATÁLOGO

REFERENCIA
CATÁLOGO

PROVEEDOR

Yoduro de
Propidio

Propidium iodide P4170 Sigma Aldrich Co.

Diacetato de Car-
boxi�uoresceína

5(6) Carboxy�uorescein
Diacetate

C8166 Sigma Aldrich Co.

Cafeina Ca�eine C0750 Sigma Aldrich Co.

PBS
Phosphate Bu�ered
Saline Solution

P4244 Sigma Aldrich Co.

PNA
Lectin for Arachis

Hypogaea Fluorescein
Isothiocyanate labelled

L7381 Sigma Aldrich Co.

Glutaraldehído Glutaraldehyde G6257 Sigma Aldrich Co.

Formaldehído Formaldehyde Solution F1635 Sigma Aldrich Co.

Lactosa α- Lactose L8783 Sigma Aldrich Co.

Fructosa D-Fructose F0127 Sigma Aldrich Co.

Bicarbonato
Sódico

Sodium Bicarbonate S5761 Sigma Aldrich Co.

Glicerol Glicerina 14691 Acofarma

Glucosa Glucosa Anhidra 14372 Acofarma

Citrato Sódico
Tri-Sodio Citrato

2-Hidrato
131655 Panreac Química S.A.

Suero Salino
Fisiológico

Fisiológico Braun 346821 B.Braun Medical.S.A.

Diluyente seminal MR-A Kubus S.A.

Diluyente seminal BTS 13525/0001 Minitüb GmbH

Equex Paste Dodecil- sulfato sódico 13560/0008 Minitüb GmbH

Tabla 3.1: Proveedores y referencias de los productos utilizados.

Todas las soluciones utilizadas en el desarrollo del trabajo experimental, y que se exponen en

las siguientes tablas (de la 3.2a la 3.10), han sido preparadas con agua ultrapura (Milli-Q), obte-

nida mediante una doble puri�cación, primero con un sistema de puri�cación de agua Milli-RX

751, basado en la ósmosis inversa y la electrodesionización en continuo, que proporciona valores

1Millipore Corporation, Bedford, EEUU.
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de resistividad en el agua puri�cada, de 15 MΩ · cm y porcentajes de rechazo iónico entre el 97 y

el 99% y, posteriormente, mediante una unidad de producción de agua ultrapura Milli-Q Síntesis

A10, 2 con la que se obtiene ya el agua de�nitiva, con valores de resistividad siempre superiores

a 17 MΩ · cm y niveles de Carbono Orgánico Total (COT) inferiores a 5 ppb.

Para el pesaje de los diversos reactivos se utiliza una balanza de precisión AB 204-S3, em-

pleando un termoagitador magnético Basicmagmix4 para lograr una perfecta dilución de los

mismos.

Soluciones no elaboradas en el día de su utilización:

� Soluciones mantenidas a 5 ºC hasta su utilización:

Formaldehído al 35% v/v 0,857% v/v
Solución NaCl 0,9% c.s.

Tabla 3.2: Solución salina formolada 0,3%.

Inicialmente se procede a preparar una solución A con:

Citrato Sódico 1% p/v
Glucosa anhidra 2,9% p/v
Bicarbonato sódico 0,2% p/v
Agua Milli - Q c.s.

Preparación de la solución �nal con:

Glutaraldehído al 25% 8 ml
Solución A 92 ml

Tabla 3.3: Solución de glutaraldehído al 2%.

� Soluciones mantenidas a -20 ºC hasta su utilización (almacenadas en alícuotas y en

condiciones de oscuridad):

Yoduro de Propidio (IP) 0,5 mg/ml
Solución NaCl 0,9% c.s.

Tabla 3.4: Solución stock de Yoduro de Propidio.

Diacetato de Carboxi�uoresceína (DCF) 0,46 mg/ml
Dimetil-sulfóxido (DMSO) c.s.

Tabla 3.5: Solución stock de Diacetato de Carboxi�uoresceína.

2Millipore Corporation, Bedford, EEUU.
3Mettler Toledo, Nueva York, EEUU.
4Lovango S.L., Barcelona, España.
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Solución isosmótica inicial de Citrato de Sodio:

Citrato Sódico 3,6% p/v
Agua milli - Q c.s.

Solución isosmótica inicial de Fructosa:

Fructosa 5,2% p/v
Agua milli - Q c.s.

Preparación de la solución �nal con:

Solución isosmótica inicial de Citrato de Sodio 50%
Solución isosmótica inicial de Fructosa 50%

Tabla 3.6: Solución isosmótica para la realización del HOST.

Citrato Sódico 3,7% p/v
Agua destilada Milli-Q c.s.

Tabla 3.7: Solución isosmótica para la realización del ORT.

Citrato Sódico 1% p/v
Agua destilada Milli-Q c.s.

Tabla 3.8: Solución hiposmótica para la realización del ORT.

Soluciones elaboradas en el día de su utilización:

� Almacenada a 15 ºC hasta su utilización:

Lactosa 1-Hidrato 11%p/v
Yema de huevo 20%p/v
Agua Milli-Q c.s.

Tabla 3.9: Diluyente de refrigeración.

� Almacenada a 5 ºC hasta su utilización:

Diluyente de refrigeración 89.55% v/v
Glicerol 8,95% v/v
Dodecil-sulfato sódico 1,50% v/v

Tabla 3.10: Diluyente de congelación.

3.2. Material biológico.

3.2.1. Animales empleados.

Para la práctica totalidad de las pruebas experimentales se utilizan muestras seminales ob-

tenidas a partir de 40 eyaculados, procedentes de 8 verracos escogidos al azar de un total de 80
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animales de dos razas diferentes, Large White (LW) y Landrace (LD). Los verracos, se dividen,

en función de su raza, en dos grupos de cuatro animales cada uno, procediendo a realizarse cin-

co extracciones a cada animal entre los meses de noviembre de 2005 y febrero de 2006 (tabla 3.11).

Verraco Raza 1ª Extrac. 2ª Extrac. 3ª Extrac. 4ª Extrac. 5ª Extrac.

L437 LD 04/01/06 10/01/06 17/01/06 24/01/06 08/02/06
R5487 LD 11/11/05 18/11/05 30/11/05 16/12/05 27/12/05
R3846 LD 22/12/05 28/12/05 03/01/06 10/01/06 17/01/06
R4052 LD 02/12/05 09/12/05 13/12/05 20/12/05 27/12/05
G2552 LW 20/12/05 04/01/06 11/01/06 18/01/06 24/01/06
T475 LW 02/12/05 16/12/05 22/12/05 28/12/05 03/01/06
G6328 LW 11/01/06 20/01/06 25/01/06 30/01/06 08/02/06
G5223 LW 11/11/05 18/11/05 30/11/05 06/12/05 13/12/05

Tabla 3.11: Fechas en las que se realizaron las extracciones de los diferentes eyaculados.

Estos animales proceden del Centro Tecnológico de Inseminación Arti�cial S.A. (CENTRO-

TEC), localizado en Campo de Villavidel (León), en cuyas instalaciones se desarrolla toda la

parte experimental de esta tesis doctoral, y son utilizados asiduamente en la elaboración de dosis

seminales frescas/refrigeradas con �nes comerciales. En el momento del experimento contaban

con una edad comprendida entre los 12 y los 22 meses, y estaban siendo sometidos a una ex-

tracción seminal a la semana. Los verracos están alojados en corrales individuales de 6,25 m2 de

super�cie contando con suministro de agua ad libitum y una alimentación de en torno a 2,5 -

3 Kg de pienso compuesto C7 de Uvesa (�gura 3.1) administrado en una sola toma al día. La

ración se ajusta individualmente, cada quince días, tratando de mantener una condición corporal

constante entre 2,5 y 3 grados en una escala de 1 a 5. Las condiciones ambientales en el recinto

donde se alojan los animales están controladas, manteniendo una temperatura prácticamente

invariable durante todo el año (entre 18 y 23 ºC) y con un fotoperiodo constante de 12 horas de

luz al día.

Los cuidados sanitarios preventivos de los animales consisten en la realización de desparasita-

ciones periódicas cada tres meses con Moxidectina y en la administración de un probiótico lácteo

una vez al mes durante cinco días y de un complejo vitamínico cada dos meses, a excepción de

la época estival en la que se suministra una vez al mes.

3.2.2. Recolección seminal.

La recolección del semen se realiza en salas de extracción higiénicas, sobre maniquíes de co-

lección �jos de acero recubiertos de un material plástico5. La recolección se realiza mediante la

técnica de la mano enguantada (Hancock y Howell, 1959), previo vaciado de la cavidad prepucial

y limpieza de la zona prepucial externa con una solución de cloruro de benzalconio al 2%. Se

5Minitüb GmbH, Tiefenbach, Alemania.
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aprovechó solamente la fracción rica del eyaculado, recogiéndola mediante bolsas US-Bag6 ,con

un �ltro incorporado que retiene las secreciones gelatinosas de las glándulas accesorias (fracción

glerosa o �tapioca�), y desechando las otras fracciones del eyaculado (fundamentalmente la pros-

tática). Dichas bolsas se colocan dentro de una jarra termo6 con 100 ml de diluyente MR-A a

37 ºC, permaneciendo a esta temperatura en una estufa Function Line 7 hasta el momento de

la extracción. Tras la recogida, se desecha el �ltro, permaneciendo la fracción rica con los 100

ml de diluyente en el interior de la bolsa de recogida, pasando ésta, acto seguido, al laboratorio

para su valoración.

Figura 3.1: Composición del pienso administrado a los verracos.

3.3. Contrastación seminal.

3.3.1. Valoración rutinaria in vitro de la calidad seminal.

Una vez en el laboratorio, los eyaculados permanecen a una temperatura constante de 32,5

ºC durante unos diez minutos mediante su inmersión en un baño termostático de agua Precis-

dig8. En este tiempo se procede a realizar la valoración de la calidad seminal empezando por el

cálculo del volumen mediante el pesaje del contenido de la bolsa de colección con la ayuda de

una báscula de precisión BL-69, y al cálculo de la concentración espermática por medio de un

espectrofotómetro SDM-56, para lo cual, se depositan 60 µl del contenido de la bolsa de extrac-

ción en una cubeta con 3 ml de diluyente seminal MR-A y, tras homogeneizar correctamente la

muestra, se realiza la medición. Tras obtener estos dos valores, disponemos 60 µl de semen en 1

ml de diluyente seminal MR-A a 37 ºC y valoramos la movilidad individual en gota plana a 200

6Minitüb GmbH, Tiefenbach, Alemania.
7Heraeus Holding GmbH, Hanau, Alemania.
8J.P. Selecta S.A., Abrera, España.
9Sartorius AG, Goettingen, Alemania.
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aumentos mediante la utilización de un microscopio de campo claro Eclipse E40010, equipado con

condensador de contraste de fases y con platina térmica. Para ello, procedemos a depositar 10 µl

de la muestra diluida de semen entre un portaobjetos y un cubreobjetos debidamente atempe-

rados en una placa termocalefactada HT20011 y, tras observar varios campos de la preparación,

determinamos un porcentaje de movilidad (considerando como móviles aquellos espermatozoi-

des que presentan algún tipo de movimiento �agelar), así como una valoración subjetiva de la

calidad de movimiento, estableciendo una clasi�cación, en función de la actividad �agelar y del

desplazamiento de la mayoría de los espermatozoides, de 0 a 5 conforme a los siguientes criterios

(Martín-Rillo et al., 1996):

0: Ausencia de movimiento en el �agelo.

1: Ausencia de movimiento progresivo, girando sobre si mismos.

2: Movimientos anormales o eventualmente progresivos.

3: Movimiento progresivo lento.

4: Movimiento progresivo rápido.

5: Movimiento progresivo muy rápido.

Posteriormente realizamos en un microtubo eppendorf una dilución (1:100) de la muestra

seminal en una solución salina formolada (tabla 3.2) y, tras depositar 5 µl de dicha solución

entre portaobjetos y cubreobjetos, se procede a valorar la morfología celular del eyaculado en un

microscopio con contraste de fases, similar al utilizado para la valoración de la motilidad a 400

aumentos. Los espermatozoides se dividen en 5 grupos, normales, alteración de cola, alteración de

cabeza y presencia de gota citoplasmática proximal o distal, estableciéndose los porcentajes para

cada uno de ellos. Tras esta valoración, se consideran eyaculados aptos para los experimentos a

realizar aquellos que presenten motilidades superiores al 75% y morfología normal en, al menos,

un 70% de los espermatozoides.

3.3.2. Otras valoraciones seminales.

Una vez estimado un eyaculado como apto, se procede a la valoración espermática del por-

centaje de integridad de la membrana plasmática, a la evaluación del estado del acrosoma y al

estudio computarizado de la movilidad de las muestras mediante la utilización de un sistema

CASA.

10Nikon, Tochigi, Japón.
11Sartorius AG, Goettingen, Alemania.
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3.3.2.1. Valoración de la integridad acrosómica.

Para la valoración del status acrosomal diluimos 60 µl del semen de la bolsa de extracción con

1 ml de diluyente seminal (MR-A) en un microtubo eppendorf de 1,5 ml para, posteriormente,

�jar la muestra mediante la adición de 0,5 ml de una solución de glutaraldehido al 2% (tabla 3.3)

en el mismo microtubo. Colocamos 5 µl de la muestra �jada entre portaobjetos y cubreobjetos

y lo observamos a 1000 aumentos en un microscopio con contraste de fases (Ph3), con la ayuda

de una pequeña gota de aceite de inmersión sobre el cubreobjetos. Posteriormente se procede a

clasi�car por duplicado 100 espermatozoides por valoración dividiéndolos en dos clases, esperma-

tozoides con acrosoma normal (NAR), aquellos que presentan en su borde apical una semiluna

negra con bordes perfectamente regulares y nítidos, y espermatozoides con acrosoma alterado,

aquellos que presentan alguno de los otros cuatro estadios descritos por Pursel et al. (1972a).

Figura 3.2: Imágenes bajo contraste de fases de diferentes estados de la vesícula acrosómica, en función
de su morfología (Pursel et al., 1972a): a: Borde apical normal (NAR); b: Borde apical normal con
partículas; c: Borde apical dañado; d: Borde apical perdiéndose; e: Acrosoma perdido.

En el caso de que las muestras a analizar ya estén diluídas a 50 millones spz/ml, como ocurre

en alguno de los experimentos posteriores, la forma de proceder es similar a la expuesta, con la

excepción de que la dilución inicial de los 60 µl de semen en 1 ml de diluyente seminal no tiene

lugar y se procede a �jar la muestra diluída con la solución de glutaraldehído a una proporción

de 2:1.

3.3.2.2. Análisis de la integridad de la membrana plasmática.

El procedimiento para la valoración de la integridad de membrana se basa en la técnica

descrita por Harrison y Vickers (1990); en primer lugar, se realiza una solución stock previa de

Diacetato de Carboxi�uoresceína (tabla 3.5) y una de Yoduro de propidio (tabla 3.4), mantenien-

do ambas en alícuotas a una temperatura de -20 ºC y en condiciones de oscuridad; seguidamente,

se realizaa un la solución espermática para la valoración de la integridad de la membrana plas-

mática se realiza de la siguiente forma: en un microtubo eppendorf de 1,5 ml se mezclan 500 µl

de la muestra seminal ajustada a 50 millones de espermatozoides por mililitro con 5 µl de una

solución salina formolada (tabla 3.2), 10 µl de la solución DCF y 10 µl de la solución IP.

Inmediatamente se incuba la preparación durante 8 minutos a 37 ºC en un baño termostático
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3.3 Contrastación seminal.

Precisdig12, a continuación se procede a depositar 5 µl de la muestra sobre un portaobjetos y,

tras la colocación cuidadosa del cubreobjetos encima de la muestra, se valora por duplicado 200

células con un microscopio óptico de epi�uorescencia Nikon eclipse E60013 a 400 aumentos, con

la utilización de dos �ltros de forma alternativa para cada campo, el B-2A y el G-2A14, clasi�-

cando a los espermatozoides en función de la penetración o exclusión del IP, teniendo en cuenta

que aquellos con la membrana dañada se muestran con la cabeza de color rojo, por la unión

del colorante al ADN del espermatozoide y aquellos con la membrana intacta de color verde,

por el acúmulo del DCF en el acrosoma, las mitocondrias y el citoplasma (González-Chabarri y

Martín-Rillo, 1994).

3.3.2.3. Metodología general del análisis computarizado de la movilidad de los es-

permatozoides.

Equipo utilizado.

El análisis computarizado de la motilidad se realiza utilizando el software ISAS® (Integrated

Semen Analysis Sistem®, versión 1.0.10)15, instalado en un equipo informático (AMD Athlon

2400) que posee una tarjeta digitalizadora Matrox Meteor II16de 512x512x8 bits y 256 niveles

de gris, que se encarga de la digitalización de las imágenes tomadas a través de una cámara

de captura discontínua en blanco y negro Pulnix PE201517 conectada a un microscopio Nikon

Eclipse E400, equipado con una óptica de contraste de fases negativo (objetivo 20x) y con una

platina atemperada conectada a una placa termocalefactada HT 20018 a 39 ºC. Sobre dicha placa

se atempera una cámara Makler 19, que nos sirve de soporte para las muestras a analizar.

Procesado de la muestra.

Para la realización de la valoración computarizada de la movilidad partimos de muestras con

concentraciones de 50 millones de spz/ml que debemos ajustar a 25 millones, para lo cual se

procede a tomar 500 µl de la muestra inicial y a depositarlos en un microtubo eppendorf con

el mismo volumen de diluyente MR-A atemperado. Para las muestras analizadas con cafeína se

realiza el mismo procedimiento pero utilizando el diluyente enriquecido con una concentración

de cafeína de 2 mM (concentración �nal de cafeína: 1mM). Estos microtubos con 1 ml de las

diferentes soluciones espermáticas se incuban en un baño termostático a 39 ºC durante 6 mi-

nutos para, posteriormente, tras una correcta homogeneización de las mismas, depositar 4 µl

en la cámara Makler, que permanece atemperada sobre la placa termocalefactada a la misma

temperatura (ESHRE, 1998).

Las muestras descongeladas se obtienen a partir de 3 pajuelas elegidas al azar de cada uno

12J.P. Selecta S.A., Abrera, España.
13Nikon, Tochigi, Japón.
14B-2A: Filtro de excitación (paso de banda): 450-490 nm; �ltro de cierre (paso largo): 515 nm.
G-2A: Filtro de excitación (paso de banda): 510-560 nm; �ltro de cierre (paso largo): 590 nm.
15PROISER R+D, Paterna, España.
16Matrox Electronic Systems Ltd., Québec, Canadá.
17Pulnix, Basingstoke, Reino Unido.
18Minitüb GmbH, Tiefenbach, Alemania.
19Se�-Medical Instruments, Haifa, Israel.
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de los eyaculados. Una vez descongeladas son diluídas en BTS, ajustando la concentración a 50

millones de spz/ml, en un tubo falcon de 15 ml. Dicho tubo permanece durante 10 minutos a una

temperatura de 32,5 ºC en un baño termostático, y una vez transcurridos se procede a tomar

de él los 500 µl de muestra necesarios para realizar las valoraciones, tanto en presencia como en

ausencia de cafeína, de la forma indicada anteriormente.

Figura 3.3: Imagen de la cámara Makler y procedimiento de llenado de la misma.

Método empleado para el procesado de las imágenes.

Los parámetros de con�guración utilizados para todas las valoraciones realizadas en los ex-

perimentos son los que se re�ejan en la tabla 3.12.

Se procede a capturar cuatro campos de la zona pericentral de la cámara Makler, evitando

aquellos que no presenten características óptimas para el movimiento espermático, ya sea por

suciedad u otros motivos similares. El número de espermatozoides capturados asciende a unos

120-160 por muestra.

Número de imágenes analizadas: 25 imágenes.
Frecuencia de adquisición: 25 frames/ segundo.
Tiempo de captura: 1 segundo.
Umbral mínimo/máximo del área de partículas para ser consideradas como
espermatozoides: 20/80 µm2.
Radio de búsqueda: 11 µm.
Número mínimo de imágenes por espermatozoide para el cálculo de ALH: 7 imágenes.

Tabla 3.12: Parámetros de con�guración empleados para las muestras analizadas.

Aunque el cómputo de los espermatozoides y sus trayectorias se efectúa automáticamente

por el software del sistema, la posibilidad de almacenaje de las imágenes permite realizar, a pos-

teriori, una correción manual, revisando una por una las diferentes secuencias, a �n de eliminar

partículas no espermáticas, espermatozoides erróneamente detectados, bien como móviles o in-

móviles, o espermatozoides con trayectorias descritas por el software incompletas o equivocadas

93



3.3 Contrastación seminal.

debido al cruce con otras células espermáticas, procediendo para ello a la visualización de las

trayectorias correspondientes a las velocidades lineal, curvilinea y media del espermatozoide que

resulte dudoso (�gura 3.4). Todas estas correcciones se tienen en cuenta en el cálculo �nal del

porcentaje de movilidad.

El sistema muestra una serie de datos relativos a la movilidad, de los cuales utilizamos

para este trabajo, el número total de espermatozoides analizados y el número y porcentaje

de espermatozoides móviles. Por último, sobre las imágenes binarias, el programa realiza los

cálculos y proporciona los parámetros cinemáticos a partir de la trayectoria descrita por los

espermatozoides. Estos parámetros fueron los siguientes:

1. VCL: Velocidad Circular (µm/s).

2. VSL: Velocidad Rectilínea (µm/s).

3. VAP: Velocidad de la trayectoria media (µm/s).

4. LIN: Índice de Linealidad (%).

5. STR: Índice de Rectitud (%).

6. WOB: Índice de Oscilación (%).

7. ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (µm).

8. BCF: Frecuencia de batido (Hz).

Para los cálculos referentes a los parámetros cinemáticos, se �ltra la base de datos obtenida

para eliminar trayectorias con menos de siete segmentos y se almacenan en el ordenador para su

posterior tratamiento estadístico.

Figura 3.4: A la izquierda se muestra el aspecto de una pantalla con todas las trayectorias analizadas
y a la derecha se representan las trayectorias correspondientes a las tres velocidades calculadas para la
trayectoria analizada de un determinado espermatozoide.
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3.4. Congelación y descongelación seminal.

Realizadas las valoraciones pertinentes para determinar la aptitud de los eyaculados una vez

que llegan al laboratorio, se procede a congelar una fracción de aquellos considerados como ap-

tos. Para ello, se sigue la técnica descrita por Bwanga et al. (1990), basada en el protocolo de

congelación en pajuelas de Westendorf et al. (1975), esquematizada en la �gura 3.5.

Se diluiye (1:2) el semen en un vaso de precipitados con diluyente MR-A atemperado (32,5

ºC) y, tras cubrir el vaso con para�lm®M20, se deja incubando, en oscuridad y a temperatura

ambiente (20ºC) durante una hora; una vez transcurrida, pasa a una cámara refrigerada a 15 ºC

por espacio de 3 horas. Durante estas cuatro horas de incubación se realizan, aproximadamente

cada quince minutos, suaves movimientos rotatorios del vaso de precipitados para evitar que los

espermatozoides sedimenten en el fondo del mismo. Tras las tres horas de incubación dentro de

la cámara refrigerada, se reparte el contenido seminal en tubos falcon de 50 ml con fondo cónico,

atemperados también a 15 ºC y se colocan en el interior de una centrífuga refrigerada Heraeus

Megafuge 1.0R21 a la misma temperatura, realizando una centrifugación durante 10 minutos a

una velocidad de 800 g. Una vez concluida, de vuelta en la cámara refrigerada, se desecha el

sobrenadante y se diluyen las pastillas resultantes de la sedimentación de los espermatozoides

en el medio de refrigeración (tabla 3.9), pasando todo el contenido a un solo tubo falcon, donde

se concluye la dilución con el mismo medio hasta obtener una concentración �nal de 1,5 x 109

spz/ml. Posteriormente, para intentar evitar un daño celular por una bajada de temperatura

brusca en aquellos espermatozoides más próximos a las paredes del tubo falcon, se procede a

introducir éste, debidamente cerrado, en un vaso de precipitados con agua a 15 ºC, manteniendo

este conjunto en otra cámara frigorí�ca DELTA 1.222a 5 ºC por un espacio de 2 horas. Trans-

curridas estas dos horas se realiza otra dilución (2:1) con el medio de congelación (tabla 3.10),

obteniendo con ello un porcentaje �nal del 3% de glicerol (v/v) y una concentración de 1 x 109

spz/ml, envasándose seguidamente, en la misma cámara, en pajuelas de 0,25 ml, con la ayuda

de un equipo de envasado automático MPP 13323. Estas pajuelas son previamente impresas con

el número del verraco, la raza, la fecha y el número de congelación correspondiente al macho en

cuestión, mediante la impresora de pajuelas Easy Coder23. Tras el envasado, se procede a colocar

las mismas en los racks correspondientes, evitando en todo momento provocar un aumento de la

temperatura del semen con el contacto de nuestras manos.

Tras el llenado de las pajuelas y su colocación en los racks, se pasan éstos a la cámara de

un biocongelador programable Ice Cube 181024, que previamente se ha refrigerado manteniendo

una temperatura de 5 ºC. Una vez en el biocongelador se le aplica una curva de congelación de

régimen trifásico, con una meseta inicial de estabilización a 5 ºC (�gura 3.6):

1. De 5 ºC a -6 ºC se utiliza una velocidad de descenso térmico de 3 ºC/min.

20Pechiney Plastic Paackaging, Menasha, Wisconsin.
21Heraeus Holding GmbH, Hanau, Alemania.
22Arcaboa Industria del Frío. Fânzeres. Gondomar. Portugal.
23Minitüb GmbH, Tiefenbach, Alemania.
24Sy-Lab, Purkersdork, Austria.
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Evaluación Evaluación status status 
acrosómicoacrosómico..

ÍÍ

MICROSCOPÍA CONTRASTE MICROSCOPÍA CONTRASTE 
FASESFASES

Movilidad Movilidad sin sin 
cafeína.cafeína.

Movilidad Movilidad con con 
cafeína.cafeína.

MICROSCOPÍA MICROSCOPÍA 
FLUORESCENCIAFLUORESCENCIA

SISTEMA CASASISTEMA CASAEvaluación Evaluación integridad integridad 
membmemb. . Plasmática.Plasmática.

PRUEBAS PRUEBAS 
HIPOSMÓTICASHIPOSMÓTICAS

CHOQUE    CHOQUE    
A FRIGOREA FRIGORE

ESTRÉS TÉRMICOESTRÉS TÉRMICO
(Figura 3.8)(Figura 3.8)

CONGELACIÓNCONGELACIÓN

(Figura 3.7)(Figura 3.7) (Figura 3.9)(Figura 3.9)

1 hora a Tª ambiente 1 hora a Tª ambiente 
(20(20--22ºC)22ºC)

I b ióI b ió 15 ºC15 ºCIncubación Incubación a a 15 ºC 15 ºC 
durante 3 durante 3 horas.horas.

Centrifugación 15 ºC Centrifugación 15 ºC a a 
800 g durante800 g durante 10 min10 min800 g durante 800 g durante 10 min.10 min.

Retirar Retirar 
sobrenadante.sobrenadante.

Añadir Añadir diluyente diluyente 
refrigeración.refrigeración.

Añadir Añadir diluyente diluyente 
congelación.congelación.

Envasado Envasado en en 
pajuelas 0,25 ml.pajuelas 0,25 ml.

Sumergir Sumergir en en 
NN22 liquido.liquido.

Permanencia Permanencia en cámara 5ºC en cámara 5ºC 
durante 2 durante 2 horas.horas.

CONGELACIÓN CONGELACIÓN 
PROPIAMENTE DICHAPROPIAMENTE DICHA

Figura 3.5: Esquema del proceso de congelación realizado.
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2. Mantenimiento a -6 ºC durante un minuto (meseta térmica).

3. De -6 ºC a -100º C a una velocidad de 20 ºC/min.

Una vez alcanzados los -100 ºC, se recogen las pajuelas y se sumergen inmediatamente en un

contenedor de nitrógeno líquido (-196 ºC), quedando almacenadas allí, hasta su descongelación,

que se realiza aproximadamente un mes después de producirse la congelación, mediante la in-

mersión de las pajuelas en un baño termostático de agua a 50 ºC durante 12 segundos (Bwanga

et al., 1990).

Figura 3.6: Régimen de enfriamiento utilizado en la congelación del semen.
La línea morada indica la temperatura pre�jada de la cámara de congelación (A: Meseta de estabilización
de la temperatura de la cámara a 5 ºC; B: Descenso de temperatura a -3 ºC/min. desde 5 ºC a -6 ºC;
C: Meseta térmica a -6 ºC durante 1 min; D: Descenso de temperatura a -20 ºC/min desde -6 ºC hasta
-100 ºC). La línea azul indica la temperatura real de la cámara de congelación. La línea roja representa
la temperatura en el interior de una pajuela de congelación, donde podemos observar el rebote térmico
producido por la disipación del calor latente de fusión (a) y la meseta del punto de congelación (b).

3.5. Grupos de calidad establecidos.

Los eyaculados se clasi�can en grupos de calidad en función de su aptitud para la congelación,

basándonos en los valores obtenidos en los siguientes parámetros analizados posdescongelación:

El porcentaje de espermatozoides mótiles bajo estimulación con cafeína.

El porcentaje de espermatozoides que presentaban integridad de la membrana plasmática.
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El porcentaje de espermatozoides que presentaban integridad del acrosoma.

Se realiza un análisis de cluster mediante el software SPSS para Windows (versión 15.0)25,

con el que, al desconocer el número de clusters existentes a priori, se efectúa una clasi�cación

jerárquica de los datos mediante la utilización de la vinculación de Ward, para la cual se aplica

como medida de disimilaridad la distancia euclídea al cuadrado; tras esta clasi�cación, se con-

cluye que el número de clases apropiado es de tres.

Para establecer de qué forma se reparten los eyaculados en estos tres grupos, se emplea el

procedimiento de las K-means, por el cual se agrupan los casos en función de las distancias

existentes entre sus centroides. Una vez clasi�cados los cuarenta eyaculados en estos tres gru-

pos, procedemos a asignarles un nombre, en función de los valores observados en los centros de

los conglomerados �nales para cada una de las variables empleadas en la clasi�cación; así, se

denominan:

�Grupo de Buenos Congeladores� (BC): Aquel grupo que posee el valor del conglomerado

�nal más alto en los tres parámetros.

�Grupo de Malos Congeladores� (MC): Aquel que posee el valor más bajo en los tres

parámetros.

�Grupo de Congeladores Medios� (CM): Aquel que tiene unos valores intermedios entre los

otros dos grupos.

3.6. Análisis estadístico.

Para la realización del análisis estadístico se utilizan dos programas informáticos distintos;

por un lado, se emplea el entorno estadístico R (R: A language and environment for statistical

computing)26 para el análisis y estudio de las subpoblaciones espermáticas a partir de los paráme-

tros cinéticos calculados con el sistema ISAS®y, por otro lado, el paquete estadístico SPSS para

Windows (version 15.0) para la realización del resto de determinaciones y contrastes estadísticos.

De forma previa a todas las comparaciones efectuadas, se realizan las pruebas de Shapiro-Wilk

o Kolmogorov-Smirnov (en función de las características de los datos a analizar) para comprobar

si se cumplen o no las condiciones de normalidad, pudiendo así ir de�niendo la elección entre con-

trastes paramétricos o no paramétricos. Para la comprobación de la premisa de homocedasticidad

(igualdad de varianzas), se realiza el contraste de Levene con el �n de admitirla o rechazarla,

para lo cual se elige un nivel de signi�cación de un 15%.

Las comparaciones se realizan a partir de variables que recogen el promedio de las valoraciones

efectuadas a las muestras en cada uno de los análisis realizados.
25SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU.
26R: foundation for statistical computing, Viena, Austria.
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Cuando se procede a la comparación de dos muestras relacionadas (aquellas en las que para

cada observación tenemos una segunda observación asociada en el segundo grupo) se utiliza la

prueba de la �t-student (t-test) para muestras relacionadas� en el caso de que los datos a analizar

cumplan la condición de normalidad y el contraste no paramétrico de Wilcoxon en el caso de que

no sea así.

Para el contraste de dos muestas independientes (cuando puede suponerse que los integrantes

de un grupo han sido extraídos independientemente de los del otro) se emplea la prueba �t-student

para muestras independientes� siempre que se cumpla alguna de las siguientes tres condiciones:

Que las varianzas sean similares y las observaciones de cada muestra normales.

Que las varianzas sean similares y los tamaños muestrales grandes.

Que, aunque haya una diferencia notable entre las varianzas de cada grupo, el tamaño de

las muestras sean similares y, además, o sean grandes o sigan una distribución normal.

En los supuestos en que no se cumpla ninguna de las tres condiciones expuestas, se procede

a utilizar la prueba de Mann-Whitney dentro de las pruebas no paramétricas.

Cuando tenemos que identi�car posibles diferencias de una determinada variable entre varios

grupos procedemos a realizar un análisis de la varianza (ANOVA de un factor) para aquellos

casos en los que se cumplan una serie de condiciones (de mayor a menor importancia):

1. Que la variabilidad de todas las muestras sea similar.

2. Que las muestras tengan una distribución normal.

3. Que los tamaños de las muestras no sean muy dispares.

Cuando, tras realizar la prueba ANOVA, se obtienen diferencias signi�cativas, se procede a

identi�car entre qué grupos se producen éstas, mediante el test de la Diferencia Honestamente

Signi�cativa de Tukey (HSD de Tukey) en los supuestos en que éstos son equilibrados y con va-

rianzas similares y el test de Games-Howell cuando los grupos son desequilibrados o con varianzas

no similares en todos ellos.

En el caso de no cumplir las condiciones descritas, sobre todo las dos primeras, se recurre a

la prueba de Kruskal-Wallis, que puede realizarse independientemente de cuál sea la distribución

de los datos.

Realizamos modelos factoriales de análisis de la varianza (ANOVA factorial) para evaluar el

efecto individual y conjunto de dos o más factores sobre una variable determinada. Si alguno

de los estadísticos F asociados a los efectos principales resulta signi�cativo, procedemos, al igual

que en el ANOVA de un factor, a emplear el test de Tukey o el de Games-Howell en función de

la condición de homocedasticidad de los datos.
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A la hora de estudiar la relación existente entre dos variables, empezamos realizando corre-

laciones simples bivariadas entre ellas, empleando los coe�cientes de correlación de Pearson o de

Sperman según se cumpla o no, respectivamente, el supuesto de normalidad para los conjuntos

de datos. Posteriormente, y para una aproximación más certera a la predicción de la capacidad

de congelación, procedemos a realizar un análisis de regresión múltiple, utilizando las distintas

variables analizadas en cada grupo de pruebas de laboratorio. De esta forma intentamos encon-

trar un modelo de regresión que explicase, con el mínimo número de variables independientes,

la mayor parte posible de la varianza de la congelabilidad de un eyaculado. Como en muchos

casos existe un elevado número de variables independientes, se procede a ejecutar un método de

selección de variables por pasos (stepwise) hacia delante, en el que se selecciona en primer lugar

la mejor variable, a continuación la mejor de las restantes, y así sucesivamente hasta que no

queden variables que cumplan los criterios de selección en cada grupo. Los criterios estadísticos

en los que se basa la selección de variables son dos:

Criterio de signi�cación: Implica que sólo se incorporen al modelo de regresión aquellas

variables que contribuyan de forma signi�cativa al ajuste del modelo; esto se establece

contrastando, a partir del coe�ciente de correlación parcial, la hipótesis de indepedencia

entre la variable determinada y la congelabilidad.

Criterio de tolerancia: Superado el anterior, sólo se incorporan al modelo aquellas variables

que presentan un nivel de tolerancia mayor a 0,0001 y si, además, aun con un coe�ciente

de correlación parcial signi�cativamente distinto de cero, su incorporación al modelo hace

que alguna de las variables previamente seleccionadas pase a tener un nivel de tolerancia

inferior al establecido.

Se consideran signi�cativos los contrastes cuando la signi�cación resulte inferior a un 5%.

3.7. Diseño experimental.

Se han desarrollado tres experimentos:

Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad seminal.

Estudio cinético mediante un sistema de análisis computarizado de semen (CASA) y su

importancia como indicador de la congelabilidad.

Estudio de diferentes aspectos asociados con el choque a frigore.

3.7.1. Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras

de la congelabilidad seminal.

Teniendo en cuenta la distinta respuesta al proceso de congelación/descongelación de los dife-

rentes machos empleados para la reproducción en la especie porcina (Larsson y Einarsson, 1976)

y, teniendo siempre en mente la posibilidad de la aplicación a nivel comercial de este método

de conservación en un futuro, sería de gran importancia establecer qué pruebas de laboratorio
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son las más e�caces para realizar una apropiada selección de animales, y así poder determinar

aquellos machos o eyaculados que presenten una mayor capacidad de congelación o, simplemen-

te, poder descartar aquellos otros en los que se prevea que la calidad seminal va a descender

notablemente tras el proceso y, por lo tanto, no van a ser adecuados para su utilización en la IA.

En este experimento se evalúa la e�cacia para la predicción de la congelabilidad de un eya-

culado mediante sencillas pruebas que se pueden desarrollar en la mayoría de los laboratorios

convencionales en los que se preparan dosis seminales de forma comercial. Para ello, se utilizan

los 40 eyaculados seleccionados (página 87), dividiendo el experimento en cuatro partes:

Valoración convencional del semen.

Determinación de la respuesta de los eyaculados frente a la realización de pruebas de estrés

osmótico.

Determinación de la respuesta de los eyaculados ante la realización de un estrés por calor

(termorresistencia).

Determinación de la respuesta de los eyaculados frente a un choque a frigore.

En todas ellas se utiliza la misma estructura en el análisis de los datos: se empieza por realizar

un enfoque descriptivo de los mismos, incidiendo en la posible in�uencia de la raza o el verraco

en la respuesta a las diferentes pruebas; a continuación, se analizan los resultados obtenidos

encuadrando los eyaculados en los tres grupos de calidad establecidos en función de su aptitud

para la congelación, y se evalúa, para cada uno de estos grupos de calidad, la variación de los

parámetros analizados en las cuatro partes del experimento.

Con posterioridad, se establecen las correlaciones existentes, bien mediante la prueba de

Pearson o la de Sperman, dependiendo de las características que presenten los diferentes grupos

de datos, entre los parámetros calculados y el índice de �congelabilidad�, basado en el aguante de

la membrana plasmática al proceso de congelación/descongelación, determinado por la fórmula

descrita por Peña et al. (2007):

Congelabilidad( %) =
% Integridad Memb. Plasmática Posdescongelado x 100

% Integridad Memb. Plasmática Precongelado

De igual forma, se determina el coe�ciente de correlación con el índice de resistencia a la crio-

preservación del acrosoma y el del porcentaje de movilidad, con y sin cafeína, que son calculados

de forma similar al anterior.

A continuación, procedimos a realizar un análisis de regresión multivariante para intentar

de�nir un modelo que explicase, con el mínimo número de variables independientes, el mayor

porcentaje posible de la varianza del índice de congelabilidad; para ello, empleamos un sistema

de análisis por pasos o stepwise, en el cual se van incorporando, una a una, las distintas variables,
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de forma que, tras establecer la in�uencia de cada una de ellas, el modelo resultante contenga

exclusivamente aquellas que sean relevantes.

3.7.1.1. Valoración convencional del semen.

El objetivo de esta parte es determinar la e�cacia de las pruebas que se utilizan normal-

mente en los Centros de IA para la contrastación seminal, con el propósito de discernir entre

eyaculados que van a presentar una buena supervivencia espermática tras el proceso de congela-

ción/descongelación y aquellos que no lo van a hacer.

Con esta �nalidad, se utilizan los resultados obtenidos en las siguientes valoraciones:

Volumen del eyaculado.

Concentración del eyaculado.

Movilidad subjetiva.

Movilidad determinada con sistema CASA (con adición o no de cafeína).

Morfología celular.

Integridad acrosómica.

Integridad de la membrana plasmática.

Todas estas pruebas se realizan en los primeros momentos de estancia del eyaculado en el

laboratorio, después de su extracción, y la mayoría forman parte del análisis rutinario que se

realiza en CENTROTEC S.A. a los eyaculados con los que se elaboran las dosis seminales fres-

cas/refrigeradas que posteriormente se comercializan.

Análisis estadístico. Las comparaciones realizadas entre las dos razas analizadas en todos los

parámetros estudiados se efectúan mediante un t-test para muestras independientes o mediante

la prueba de Mann-Whitney, en función de si se puede asumir o no la condición de normalidad

para los diferentes conjuntos de datos. Siguiendo la misma premisa, se realizan, por medio de un

ANOVA de un factor o mediante el test de Kruskal-Wallis, las comparaciones en la respuesta de

los distintos verracos, determinando, en caso de ser ésta diferente, entre cuales varía por medio

de un test HSD de Tukey o de Games-Howell, si los conjuntos de datos siguen una distribución

normal o, en caso de no ser así, por medio de comparaciones pareadas mediante la prueba de

Mann-Whitney.

La determinación de posibles diferencias entre los tres valores de movilidad analizados (mo-

vilidad subjetiva y movilidad determinada con sistema CASA, con y sin cafeína) se efectúa por

102



3. Material y métodos

medio de un test de Friedman, realizando, a continuación, contrastes pareados entre ellos me-

diante el test de Wilcoxon.

Para la comparación de la respuesta observada para cada grupo de calidad establecido en

función de la aptitud para la congelación de cada eyaculado, se procede a realizar un ANOVA

de un factor, determinando el lugar donde aparecen las diferencias entre los grupos mediante el

test HSD de Tukey o mediante el test de Games-Howell en función de si se puede asumir o no la

homocedasticidad de los datos.

Para determinar la correlación existente entre los valores de los diferentes parámetros analiza-

dos y la variable congelabilidad, por un lado, y los índices calculados de resistencia del acrosoma

y del porcentaje de movilidad, con y sin cafeína, por otro, empleamos el coe�ciente de correla-

ción de Pearson o de Sperman, en función de si se cumple o no la premisa de normalidad en la

distribución de los datos.

A la hora de realizar un modelo de regresión lineal incorporamos las variables de volumen,

concentración, porcentaje de movilidad con y sin cafeína, integridad de membrana y de acroso-

ma, así como el porcentaje de espermatozoides morfológicamente normales. Se efectúa un análisis

multivariante de regresión por el método denominado �por pasos�, determinando diferentes mo-

delos en función del número de variables incorporadas, entre los cuales se opta por aquel que

presente una mejor explicación de la varianza del índice de congelabilidad.

3.7.1.2. Realización de pruebas hiposmóticas (HOST y ORT).

La evaluación funcional de las membranas, tanto plasmática como acrosómica, es una de

las vías más e�caces para aproximarnos a la capacidad fecundante de un eyaculado en diversas

especies (Nascimento et al., 2001), de hecho, los test hiposmóticos se han utilizado ampliamente

para determinar la calidad seminal en especies como la humana o la porcina.

Mediante el Test de Endósmosis o HOST (Hypoosmotic Swelling Test) se puede establecer la

calidad de un determinado eyaculado, debido a la correlación directa que existe entre los esper-

matozoides que presentan un enrollamiento de la cola, como respuesta a un medio hiposmótico, y

la fertilidad mostrada por el semen (Van Der Ven et al., 1986). No obstante, esta correlación pa-

rece ser más elevada si se procede a valorar la integridad acrosómica tras una incubación en esas

condiciones (Vázquez, 1980, Schilling et al., 1986), por lo que el Test de Resistencia Osmótica,

conocido como ORT (Osmotic Resistance Test), podría ser más determinante en la selección de

eyaculados. Schilling et al. (1984) propusieron el ORT como método alternativo a las pruebas que

se estaban empleando para realizar la valoración convencional del semen fresco, ya que éstas se

encontraban lejos de predecir con �abilidad la calidad del semen, tanto tras un almacenamiento

prolongado en refrigeración, como tras el proceso de congelación/descongelación.

Por ello, nos propusimos realizar este experimento, en el que sometimos a los 40 eyaculados
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al test HOST y al ORT, con el objetivo principal de comprobar la respuesta de éstos y así poder

determinar la importancia de ambas pruebas en la predicción de la aptitud para la congelación

de un determinado eyaculado. Por otra parte, procedimos a estudiar la relación existente entre el

HOST y el ORT y, a su vez, a determinar la in�uencia del tiempo de incubación en la respuesta

de los espermatozoides a ambas pruebas.

Para la realización del Test de Endósmosis (HOST) se utiliza el método descrito por

Vázquez et al. (1997), basado en la técnica desarrollada por Jeyendran et al. (1984) para la es-

pecie humana. Para ello, se emplean dos soluciones preparadas con fructosa y con citrato sódico

en agua destilada a 300 mOsm/kg, que son mezcladas a proporciones iguales para obtener una

solución isosmótica (tabla 3.6), a partir de la cual, mediante la adición de más agua destilada,

se obtiene una solución hiposmótica (100 mOsm/kg); de ambas se forman alícuotas de 900 µl,

que son almacenadas a -20 ºC en microtubos eppendorf de 1,5 ml hasta el momento de su utili-

zación, momento en el que, previa descongelación, van a permanecer a 37 ºC. Recogemos cuatro

muestras de 100 µl del eyaculado y diluimos dos de ellas, en sendos microtubos que contienen

900 µl de solución hiposmótica (100 mOsm/Kg) y las otras dos en otros dos microtubos con

900 µl de solución isosmótica (300 mOsm/Kg). A continuación, se sumergen todos ellos en un

baño termostático a 37 ºC. A los 30 minutos de incubación se extraen dos microtubos, uno de

cada solución y, tras �jar las muestras con una gota de glutaraldehido al 2% (tabla 3.3), se

depositan 15 µl entre un portaobjetos y un cubreobjetos, procediendo a valorarlas, con ayuda

de un microscopio óptico de contraste de fases a 400 aumentos; este análisis se realiza mediante

el cómputo de un total de 400 espermatozoides por muestra (200 por valoración), estableciendo

el porcentaje de espermatozoides positivos a la prueba de HOST, que serán aquellos que, por

poseer una membrana bioquímicamente activa, presenten un enrollamiento en la cola, debido a

la entrada de agua en la célula, lo que se considera indicativo de integridad funcional de la mem-

brana plasmática (Vázquez et al., 1997). Una vez obtenidos los resultados de ambas muestras, se

procede a realizar la necesaria corrección, descontando del número de espermatozoides positivos

de la muestra hiposmótica, los que se contabilizaron en la muestra isosmótica (muestra control).

La valoración de las muestras alojadas en los otros dos microtubos se realiza del mismo modo,

pero tras una incubación de 60 minutos a 37 ºC (�gura 3.7).

Para realizar el Test de Resistencia Osmótica (ORT) se emplea el método utilizado

por Rodríguez-Gil y Rigau (1995) basado en el test de Schilling et al. (1984). Las soluciones

empleadas fueron realizadas a base de citrato de sodio y agua destilada ajustando a 300 mOsm/kg

la isosmótica (tabla 3.7) y a 100 mOsm/kg la hiposmótica (tabla 3.8); de ambas se realizan

alícuotas de 900 µl que se almacenan a -20 ºC hasta el momento de su utilización, para lo

que se descongelan y se atemperan a 37 ºC. Para la realización de la prueba procedemos de

forma similar a la descrita en el HOST, tomando tres muestras de 100 µl del semen llegado

al laboratorio y diluyendo dos de ellas, cada una en un microtubo eppendorf con 900 µl de la

solución hiposmótica (100 mOsm/Kg) y la tercera en otro microtubo con 900 µl de la solución

isosmótica (300 mOsm/Kg); acto seguido, se sumergen en un baño termostático a 37 ºC. A los

15 minutos se procede a interrumpir la incubación de la muestra isosmótica y, tras realizar la
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�jación de la misma con una gota de la solución de glutaraldehido al 2%, se valora el estado del

acrosoma de un total de 200 espermatozoides (100 por valoración), con ayuda de un microscopio

óptico de contraste de fases a 1000 aumentos. A continuación, se realiza la valoración de las dos

muestras hiposmóticas interrumpiendo la incubación a los 60 minutos en una y a los 120 en la

otra (�gura 3.7). El valor del ORT es calculado para ambos tiempos de incubación empleando

la siguiente fórmula, descrita por Sánchez (1991), en la que INAR son los acrosomas íntegros

presentes en el medio isosmótico y HNAR los del medio hiposmótico:

ORT ( %) =
( %INAR+ %HNAR)

2

15 
min.

60 
min.

120 
min.

60 
min.

30 
min.

Valoración acrosomas
Isosmótica

Valoración acrosomas
hiposmótica

Valoración acrosomas
hiposmótica

Valoración HOST + 
Hiposmótica e Isosmótica

Valoración HOST + 
Hiposmótica e Isosmótica

Incubación a 
37º C

HOST O.R.T.

Figura 3.7: Representación esquemática de las pruebas de estrés osmótico realizadas.

Análisis estadístico. Todos los conjuntos de datos obtenidos, tanto en el total de los mismos

como en los parciales analizados por raza o verraco, cumplen la premisa de normalidad, por lo

que se procede a realizar un t-test para muestras relacionadas, a �n de determinar si existen

diferencias en los valores obtenidos entre los diferentes tiempos de incubación de cada prueba.

En la búsqueda de posibles variaciones en la respuesta entre razas y entre verracos recurrimos

a un t-test para muestras independientes en el primer caso y a un ANOVA de un factor en el

segundo, determinando, en este último, mediante el test Games-Howell, qué verracos muestran

diferencias entre ellos en las distintas pruebas.
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La comparación de los resultados obtenidos para cada grupo de calidad establecido en función

de la aptitud para la congelación de cada eyaculado, se realiza por medio de un ANOVA de un

factor, estableciendo el lugar donde aparecen las diferencias entre los grupos mediante el test de

Games-Howell para las dos pruebas del HOST y mediante el test HSD de Tukey para las dos

pruebas del ORT, debido a que sólo en estas últimas se puede asumir la homocedasticidad de los

datos.

La correlación entre los diferentes tiempos de incubación de cada prueba (HOST y ORT)

y entre los valores obtenidos en ambas, tras una incubación de 60 minutos a 37 ºC, se expre-

sa mediante el coe�ciente de correlación de Pearson, que también se utiliza para establecer la

correlación existente entre los dos tiempos de incubación de cada prueba y los índices de conge-

labilidad y de resistencia al proceso de criopreservación, tanto del acrosoma como del porcentaje

de movilidad, con y sin cafeína.

Finalmente, realizamos el análisis multivariante de regresión por pasos para el índice de conge-

labilidad, al cual incorporamos las cuatro variables resultantes de las pruebas de estrés osmótico

para establecer el modelo de regresión más apropiado.

3.7.1.3. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un estrés por

calor (termorresistencia).

La realización de un test de estrés térmico al semen fue concebida para medir la capacidad de

supervivencia de los espermatozoides en el tracto reproductivo femenino (King y MacPherson,

1967; Fiser et al., 1991) y, de esta forma, intentar acercarse a una predicción más �able sobre su

capacidad fecundante. Dicha técnica ha sido utilizada por varios autores (Kozumplik y Sosnová,

1985; Kozumplík y Roubal, 1990; Tardif et al., 1999), tanto en semen fresco como en desconge-

lado, como paso previo a la valoración de los parámetros convencionales del semen, tales como

movilidad total, movilidad progresiva, prueba de endósmosis, vitalidad, integridad acrosómica...,

obteniendo, en muchas de estas valoraciones, una mayor correlación con la fertilidad que en los

casos en los que no se ha realizado. En concreto, Fiser et al. (1991) determinaron que la reali-

zación de un test de termorresistencia al semen descongelado de porcino sacaba a la luz daños

tenues en las membranas de los espermatozoides, acaecidos en el proceso de la congelación que,

de otra manera, no se detectaban.

Con base en esto, el objetivo principal de este experimento fue determinar la e�cacia del estrés

por calor en la predicción de la capacidad de congelación de los diferentes eyaculados, mediante

el análisis de la evolución de la movilidad (con y sin adición de cafeína) y de la integridad

de las membranas plasmática y acrosómica a lo largo de 7 horas de incubación a 39 ºC. Para

ello, realizamos, a partir de los 40 eyaculados, alícuotas de 10 ml diluídas en MR-A con una

concentración de 50 millones de spz/ml en tubos falcon de 15 ml, que se sumergen en un baño

termostático a esa temperatura. La valoración seminal de cada uno de los cuatro parámetros

citados se realiza, con 250 µl de muestra, dentro de esas 7 horas en cuatro etapas: a la hora y
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media de empezar la incubación a 39 ºC (T1,5), a las tres horas (T3), a las cuatro horas y media

(T4,5) y a las siete horas (T7) [�gura 3.8].

10 10 ml de muestra seminal ajustada a ml de muestra seminal ajustada a 
50 50 millmill spzspz/ml incubada /ml incubada a 39º C a 39º C 

durante toda la prueba.durante toda la prueba.

MICROSCOPÍA MICROSCOPÍA 
FLUORESCENCIAFLUORESCENCIA

MICROSCOPÍA CONTRASTE MICROSCOPÍA CONTRASTE 
FASESFASES

SISTEMA CASASISTEMA CASA

Movilidad Movilidad sin sin cafeína.cafeína.

Movilidad Movilidad con con cafeína.cafeína. Evaluación Evaluación status status 
acrosómicoacrosómico..

Evaluación Evaluación integridad integridad 
membmemb. . plasmática.plasmática.

Figura 3.8: Representación esquemática de la prueba de termorresistencia.

Análisis estadístico. Con el objetivo de determinar las posibles variaciones, para los cuatro

parámetros analizados, entre las diferentes etapas establecidas en la termorresistencia, procede-

mos a realizar el test de Friedman entre ellas. En los casos en los que se observan diferencias

signi�cativas, se realizan comparaciones dos a dos, mediante la prueba de Wilcoxon, para deter-

minar en qué puntos aparecen dichas diferencias. De la misma forma, se trata de analizar por

raza y por verraco el mismo efecto, mediante un análisis de la varianza de un factor, realizando

a continuación las comparaciones entre los grupos mediante un t-test para muestras relacionadas.

Para establecer las diferencias en el comportamiento de ambas razas o de los distintos ve-

rracos empleamos, respectivamente, un t-test para muestras independientes o un ANOVA de
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un factor, procediendo, mediante el test HDS de Tukey o el de Games-Howell, a determinar los

puntos donde aparecían éstas. Se emplea un t-test para muestras relacionadas a �n de establecer

posibles diferencias entre el porcentaje de movilidad de las muestras incubadas con cafeína y

aquellas que se incubaron sin el citado estimulante.

Para analizar el comportamiento de los grupos de calidad en la congelación estipulados y

determinar posibles diferencias entre ellos empleamos un ANOVA de un factor seguido de un

test HSD de Tukey, debido a la condición de normalidad y homocedasticidad de los diferentes

datos analizados.

El cálculo del coe�ciente de correlación entre los cuatro parámetros analizados a lo largo de la

incubación a 39 ºC (integridad de la membrana plasmática, integridad del acrosoma y porcentaje

de movilidad, con y sin cafeína) y los índices de resistencia a la criopreservación establecidos, se

realiza mediante los índices de correlación de Pearson o de Sperman; y, de igual forma que en

apartados anteriores, recurrimos al análisis multivariante de regresión por pasos para establecer

los modelos de regresión más apropiados en cada uno de los tiempos empleados para la valoración

de las muestras.

3.7.1.4. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un choque a

frigore.

En la mayoría de los mamíferos, el sometimiento de las muestras seminales a un descenso

brusco de temperatura, a niveles en torno a 0 ºC, provoca cambios irreversibles en la �siología

y morfología de los espermatozoides (Watson y Plummer, 1985; De Leeuw et al., 1990b; White,

1993). La susceptibilidad de éstos a un choque a frigore varía con la especie, siendo los esper-

matozoides de verraco, como ya hemos indicado, especialmente sensibles, debido sobre todo a la

composición de sus membranas. Durante el proceso de criopreservación también se observa una

reducción ostensible en la integridad de las membranas plasmática y acrosómica, y aunque al

descenso de temperatura producido antes de la congelación se le atribuye una sustancial parte

de los cambios acaecidos en ellas (Maxwell y Johnson, 1997b), existen además otros factores que

van a incidir en este proceso.

El objetivo principal de este experimento es, de forma similar a las pruebas anteriores, deter-

minar la e�cacia de la resistencia de los espermatozoides al choque a frigore en la predicción de

su viabilidad posdescongelado. Para ello, a partir de los 40 eyaculados mencionados, preparamos

en tubos falcon de 15 ml con fondo cónico, alícuotas de 10 ml ajustadas a una concentración de

50 millones de spz/ml, mediante la dilución del semen en MR-A, que son almacenadas durante

toda la prueba a una temperatura de 20 ºC en una nevera termoajustable DTC-1727. A partir de

los 10 minutos de permanencia en la citada nevera, tiempo necesario para uni�car la temperatura

de inicio para todas las muestras, se realizan 5 choques a frigore: choque a los 10 minutos de la

incubación (S0), a la hora (S1), a las 2 horas (S2), a las 3 horas (S3) y a las 5 horas de incubación

27Minitüb GmbH, Tiefenbach, Alemania.
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(S5). Para la realización de los mismos se procede de la siguiente manera: se toma 1 ml de la

muestra seminal y se deposita en un microtubo eppendorf de 1,5 ml, acto seguido se sumerge en

una solución compuesta por agua y etanol a una temperatura constante de 0 ºC y permanece

en ella durante 5 minutos, transcurridos los cuales se retira, derivando 250 µl para la valora-

ción de la movilidad espermática sin cafeína y otros 250 µl para la valoración con incubación

previa en una solución 0,1 M de la citada sustancia. Los 500 µl restantes se reparten equitati-

vamente para la valoración de la integridad de la membrana plasmática y acrosómica (�gura 3.9).

El segundo objetivo de esta prueba es determinar la evolución de la resistencia espermática

a lo largo del tiempo de incubación a 20 ºC en los cuatro parámetros mencionados: el porcentaje

de movilidad (con y sin cafeína), la integridad de la membrana plasmática y la del acrosoma.

11 ml de muestra seminal ml de muestra seminal 
en en microtubomicrotubo eppendorfeppendorf
1,5 ml.1,5 ml.

Inmersión  Inmersión  en agua/alcohol a en agua/alcohol a 0 ºC 0 ºC 
durante durante 5 min.5 min.110 0 ml de muestra seminal ajustada ml de muestra seminal ajustada 

a 50 a 50 millmill spzspz/ml /ml a a 20 ºC 20 ºC durante durante 
toda la prueba.toda la prueba.

MICROSCOPÍA MICROSCOPÍA 
FLUORESCENCIAFLUORESCENCIA

MICROSCOPÍA CONTRASTE MICROSCOPÍA CONTRASTE 
FASESFASES

SISTEMA CASASISTEMA CASA

Movilidad Movilidad sin sin 
cafeína.cafeína.

Movilidad Movilidad con con 
cafeínacafeína

Evaluación Evaluación status status 
acrosómicoacrosómico..

cafeína.cafeína.
Evaluación Evaluación integridad integridad 
membmemb. . plasmática.plasmática.

Figura 3.9: Representación esquemática de la prueba del choque a frigore.
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Análisis estadístico. Para establecer si existen diferencias en cada uno de los parámetros

analizados entre los diferentes tiempos de incubación utilizados, tanto para el total del conjunto

de datos como para cada raza o para cada verraco en particular, realizamos un ANOVA de un

factor, empleando, en caso de aparecer diferencias signi�cativas, un t-test para muestras rela-

cionadas en comparaciones pareadas entre tiempos. A la hora de determinar posibles diferencias

en el comportamiento de ambas razas, realizamos un t-test para muestras independientes. Por

medio de un ANOVA de un factor buscamos diferencias, para cada parámetro analizado, entre

los verracos empleados en la prueba, procediéndose a determinar entre qué machos existen me-

diante el test de Games-Howell, dado que los conjuntos de datos no cumplen la condición de

homocedasticidad. La búsqueda de variaciones entre los valores observados en el porcentaje de

movilidad en las diferentes muestras, con o sin adición de cafeína, se efectúa mediante un t-test

para muestras relacionadas.

Con el �n de determinar la in�uencia del grupo de calidad establecido empleamos de nuevo

ANOVA de un factor, para cada uno de los parámetros, estableciéndo posteriormente las diferen-

cias entre ellos mediante el test HDS de Tukey o el de Games-Howell en función de la condición

de homocedasticidad de los datos.

Para establecer el coe�ciente de correlación entre los cuatro parámetros analizados tras cada

choque y los índices calculados posdescongelación se emplea, en función de si los datos cumplen

o no la premisa de normalidad, el índice de correlación de Pearson o de Sperman. Realizamos

el análisis multivariante de regresión por pasos, incorporando los cuatro parámetros analizados

en cada uno de los tiempos empleados en los diferentes choques, para determinar los modelos de

regresión más apropiados para la variable congelabilidad.

3.7.2. Experimento 2: Estudio cinético mediante un sistema de análisis compu-

tarizado de semen (CASA) y su importancia como indicador de la

congelabilidad.

La movilidad de los espermatozoides es uno de los parámetros más empleados en la valoración

seminal y su patrón de movimiento está modulado por numerosos factores, bien extrínsecos,

como la composición del medio externo (Serres et al., 1984; Mortimer, 2000), o intrínsecos a

la célula, como la estructura �agelar, la actividad enzimática de la dineína o el metabolismo

celular, en particular la gestión del metabolismo energético (Rigau et al., 2001). A partir de

esta premisa, y suponiendo que la modi�cación de las condiciones del entorno de los mismos

pudiera desencadenar variaciones en sus parámetros cinéticos, el objetivo de este experimento

fue, en primer lugar, describir estos cambios, tanto tras el proceso de congelación/descongelación,

como tras la realización de las pruebas de termorresistencia y del choque a frigore descritas con

anterioridad. En segundo lugar, y como objetivo principal, se trató de determinar la relación

de estas variaciones tras las citadas pruebas, con los resultados de supervivencia espermática

después de la descongelación.
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Este experimento consta de dos partes diferenciadas: el estudio de las variaciones observadas

en los parámetros cinéticos analizados individualmente y el análisis de la distribución de las sub-

poblaciones cinéticas presentes en los eyaculados. Para ello, resulta imprescindible la utilización

del sistema CASA, que nos permite realizar el estudio del movimiento de cada espermatozoide

de forma individual.

En total se analizan los parámetros cinéticos de 75338 células, distribuyéndose, en las dife-

rentes pruebas, de la siguiente forma:

Precongelado (tiempo 0) Posdescongelado Total
Sín Cafeína 5185 5308 10493

Con Cafeína (1 mM) 5140 7718 12858
Total 10325 13026 23351

Tabla 3.13: Número de espermatozoides analizados antes y después del proceso de congela-
ción/descongelación.

Sin Cafeína Con Cafeína (1 mM) Total
T1,5 5061 5572 10633
T3 4966 5303 10269
T4,5 4112 5184 9296
T7 1856 4435 6291
Total 15995 20494 36489

Tabla 3.14: Número de espermatozoides analizados en la prueba de la termorresistencia.

Sin Cafeína Con Cafeína (1mM) Total
S0 541 826 1367
S1 1113 1329 2442
S2 1560 1951 3511
S3 1803 2067 3870
S5 1952 2356 4308

Total 6969 8529 15498

Tabla 3.15: Número de espermatozoides analizados en la prueba del choque a frigore.

3.7.2.1. Descripción y análisis de los parámetros cinéticos de los espermatozoides.

En primer lugar, realizamos un análisis individualizado de los ocho parámetros calculados

con la pretensión de caracterizar, a partir de ellos, el movimiento de los espermatozoides, tanto

en semen recién extraído como en semen descongelado. Así mismo, determinamos las diferencias

existentes entre uno y otro, para cada parámetro y, a su vez, entre las muestras incubadas con y

sin cafeína, mediante el t-test para muestras relacionadas o el test de Wilcoxon. Además, se pro-

cede a realizar comparaciones entre las dos razas mediante los tests para muestras independientes

(el t-test o el test de Mann-Whitney) y entre los ocho verracos utilizados en el experimento me-

diante un ANOVA de un factor o el test Kruskal-Wallis.
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Posteriormente, y siguiendo la misma estructura que en el experimento anterior, procedemos

a tratar de identi�car posibles diferencias en los valores de los distintos parámetros, en ausencia

o presencia de cafeína, a lo largo de los diversos puntos de toma de muestras, tanto en la prue-

ba de la termorresistencia como en la del choque a frigore. Para ello procedemos a realizar un

ANOVA de un factor o un test de Friedman en función de si se puede suponer una distribución

normal para los datos o no. En caso de aparecer diferencias, se procede a realizar comparaciones

pareadas mediante un t-test para muestras relacionadas o mediante un test de Wilcoxon. Estos

mismos tests son los que se utilizan para determinar las posibles diferencias entre las muestras

incubadas con y sin cafeína.

Así mismo, se emplean el t-test para muestras independientes o la prueba de Mann-Whitney

para comprobar la existencia de diferencias en la respuesta de las dos razas empleadas, y un

ANOVA de un factor o el test de Kruskal-Wallis para determinar si existen éstas en función del

verraco utilizado.

La correlación existente, en los distintos tiempos y pruebas realizadas, entre los valores de

los diversos parámetros y los índices posdescongelación determinados se efectúa nuevamente

mediante los test de Pearson o de Sperman, en función del cumplimiento o no de la premisa de

normalidad por parte de los diferentes grupos de datos. Por otro lado, el análisis multivariante

de regresión para la congelabilidad se realiza de forma similar a la descrita con anterioridad

para otros experimentos, incorporando como variables independientes el valor medio de los ocho

parámetros cinéticos calculados por el sistema CASA, en semen fresco y en los diferentes tiempos

de toma de muestras para la prueba de termorresistencia y para la del choque a frigore. En todos

ellos, al calcular el modelo de regresión más apropiado y al establecer las correlaciónes pertinentes,

se diferencian los análisis en función de si las muestras han sido incubadas o no con cafeína.

3.7.2.2. Identi�cación y distribución de subpoblaciones cinéticas.

Abaigar et al. (1999) determinaron que el comportamiento cinético de los espermatozoides

no es homogéneo, por lo que resulta interesante realizar una clasi�cación de los diferentes es-

permatozoides encuadrándolos en subpoblaciones determinadas en función de sus características

cinéticas. Para proceder a la identi�cación de estas subpoblaciones tuvimos que de�nir un pro-

cedimiento estadístico que nos permitiese agrupar a los diferentes espermatozoides en función

de los parámetros determinados por el sistema ISAS®. Para ello utilizamos los datos obtenidos

del movimiento espermático, sin incubación con cafeína a tiempo cero (T0), y así comprobar la

variación resultante en las diferentes pruebas: la adición del citado estimulante, el proceso de

crioconservación, la prueba de termorresistencia y la de los diferentes choques a frigore.

Para el desarrollo del procedimiento estadístico aplicamos las funciones programadas por

Ciampi et al. (2007) bajo el entorno estadístico R. Este procedimiento se caracteriza por no

asumir a priori que los datos recogidos sigan algún modelo de distribución en particular y realiza

una clasi�cación no supervisada o de clusters en dos etapas:

112



3. Material y métodos

1ª etapa: Su objetivo es la obtención de una clasi�cación previa de los datos, empleando el

algoritmo K-means (MacQueen, 1967) con el �n de reducir la cardinalidad del conjunto de

datos, y que así nos permita construir un árbol jerárquico en un etapa posterior; como resul-

tado de esta primera etapa obtuvimos una clasi�cación previa de los datos, organizándose

éstos en cuarenta �bins� o pre-clusters.

2ª etapa: Clasi�cación jerárquica aglomerativa (HAC); el segundo paso del enfoque adop-

tado utiliza los bins obtenidos en la etapa anterior empleándolos como elementos a partir

de los cuales se construye el árbol jerárquico aglomerativo.

A partir de este punto se emplearon técnicas de análisis discriminante (clasi�cación supervi-

sada) para poder veri�car la bondad de los resultados obtenidos. Para ello, mediante el índice de

Fowlkes-Mallows (Fowlkes y Mallows, 1983), y a partir de la comparación entre la asignación de

clases realizada en el análisis cluster y la predicción de clases realizada por el análisis discrimi-

nante, bien lineal (LDA) o cuadrático (QDA), se valoró en qué medida los resultados obtenidos

con el análisis cluster son reproducibles con �delidad mediante el análisis discriminante.

Una vez corroborada la validez del método, se determinó el número de subpoblaciones idóneo

para clasi�car los datos, que resultó ser tres, y empleamos las características de las mismas para

encuadrar los valores recogidos en las diferentes pruebas.

En la comparación del tamaño de cada subpoblación, tanto en presencia como en ausencia

de cafeína, en los diferentes puntos de toma de valores de las pruebas de termorresistencia y de

choque a frigore, se emplea el test de Friedman. Posteriormente, si la prueba anterior detecta

diferencias signi�cativas entre los tiempos, se procede a realizar comparaciones pareadas entre

ellos mediante un t-test de muestras relacionadas o un test de Wilcoxon en función de si los datos

siguen una distribución normal o no. Estos últimos tests son los que se emplean a su vez para

comprobar la variación producida en la prueba de congelación/descongelación.

Dentro de cada punto de toma de muestras y de forma independiente para los supuestos

con y sin presencia de cafeína, se determinan, por un lado, las diferencias existentes en el ta-

maño subpoblacional entre razas mediante el test de Mann-Whitney o el t-test para muestras

independientes y, por otro lado, entre los diferentes verracos empleados en el estudio mediante

el test de Kruskal-Wallis. A su vez, también se comprueba, en cada tiempo, la existencia de

posibles diferencias entre el tamaño subpoblacional de las muestras que son incubadas con cafeí-

na y aquellas en que no es así mediante el test de Wilcoxon o el t-test para muestras relacionadas.

Tanto el análisis del coe�ciente de correlación como el cálculo del modelo de regresión para la

congelabilidad se efectúan de igual forma que en el apartado anterior, referido a los parámetros

cinéticos individuales, utilizando en este caso el tamaño calculado para las diferentes subpobla-

ciones en cada momento.
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3.7.3. Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore.

El estudio de la resistencia espermática al choque a frigore se realizó con la intención de

ahondar en aquellos aspectos que pueden modi�carla, para lo cual procedimos a desarrollar tres

pruebas: en las dos primeras se pretende arrojar algo más de luz sobre la in�uencia de la ma-

duración espermática, el plasma seminal y el diluyente comercial empleado en la dilución de las

muestras, y con la tercera se busca determinar la in�uencia del tiempo de incubación previo

sobre la supervivencia espermática a la criopreservación.

3.7.3.1. In�uencia de la inmadurez espermática en la resistencia celular al choque

a frigore.

Ya en 1944, Lasley y Bogart observaron que aquellos espermatozoides extraídos directamente

del epidídimo del verraco eran menos susceptibles al choque a frigore, y de forma similar ocurre

en los espermatozoides de toro y de morueco (Watson, 1981a). La menor resistencia de los

espermatozoides eyaculados podría deberse a cambios en la composición lipídica de la membrana

plasmática que tienen lugar en la maduración espermática durante su estancia en el epidídimo,

cambios que producirían una mayor susceptibilidad del espermatozoide al frío (White, 1993;

Simpson et al., 1987; Watson y Plummer, 1985). Por otro lado, en el recorrido a lo largo del

epidídimo, también se produce el traslado de la gota citoplasmática (GC) de la región del cuello

al anillo de Jensen, e incluso su liberación (Sancho et al., 2004; Bassols et al., 2005), por lo que

cuando en los eyaculados se observan espermatozoides con gotas citoplasmáticas en su estructura,

se considera un indicador de inmadurez en la mayoría de las ocasiones, aunque se desconoce si

la permanencia de la GC está directamente relacionada con la ausencia de los citados cambios

en la composición de la membrana.

Teniendo en cuenta estas apreciaciones, los própositos de esta prueba son:

Comprobar si aquellos espermatozoides que mantienen la GC son menos susceptibles a un

descenso brusco de temperatura.

Determinar si existe una mayor o menor resistencia en función de la región del espermato-

zoide en la que se localice la GC.

Establecer si la evolución de la resistencia al choque a frigore a lo largo de la incubación

previa se produce de forma similar en los espermatozoides que presentan la GC en su es-

tructura y en aquellos en que no es así.

Para determinar la in�uencia del estado de inmadurez espermática, se utiliza la fracción rica

de 6 eyaculados de diferentes verracos tomados al azar de entre un total de 150 presentes en

CENTROTEC S.A. Se diluye una fracción de los eyaculados en MR-A, ajustando a una concen-

tración �nal de 50 millones spz/ml, para posteriormente incubar la solución espermática a 20 ºC

durante 4 horas en tubos falcon de 15 ml y fondo cónico. Una vez transcurridos los primeros diez

minutos a la citada temperatura, se analiza la integridad de la membrana plasmática mediante
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la utilización de la tinción �uorescente combinada de yoduro de propidio y diacetato de carbo-

xi�uoresceína (Harrison y Vickers, 1990), ya descrita, clasi�cando 200 espermatozoides en dos

clases, membrana íntegra y membrana dañada, y a su vez, determinando la morfología celular de

los diferentes espermatozoides para encuadrar porcentualmente los resultados en seis categorías:

- Morfológicamente normales.

- Presencia de gota citoplasmática proximal (GCP).

- Presencia de gota citoplasmática distal (GCD).

- Alteración de cabeza.

- Alteración de cola.

- Alteración de cola con presencia de GCD.

A continuación, se preparan en microtubos eppendorf de 1,5 ml alícuotas de 1 ml y se su-

mergen en una solución formada por agua y etanol a 0 ºC durante cinco minutos, una vez que

han transcurrido diferentes tiempos de incubación a 20 ºC: tras 20 minutos (S0), y después de

una (S1), dos (S2) y tres horas (S3) desde la primera inmersión. Una vez realizado cada uno

de los choques a frigore, se analiza la morfología de 50 espermatozoides que presenten la mem-

brana plasmática íntegra y se procede a analizar los resultados. En la �gura 3.10 se representa

esquemáticamente el proceso que se lleva a cabo en esta prueba.

PERIODO DE 
ESTABILIZACIÓN A 

20 ºC

20 min. 1h y 20 
min.

2h y 20 
min.

3h y 20 
min.

VALORACIÓN MORFOLÓGICA Y DE   
 INTEGR. MEMB. (hasta 50 spz memb. íntegra)

Valoración rutinaria semen

CHOQUE A 
FRIGORE 0 ºC 5 min.
Sobre alícuotas 1 ml.

ALÍCUOTA 15 ml a 
50 millones spz/ml

EYACULADO

  VALORACIÓN
MORFOLÓGICA Y 
DE INTEGR. MEMB.    

  (200 Spz)

Figura 3.10: Representación esquemática de la prueba realizada para la determinación de la resistencia
de los espermatozoides con GC al choque a frigore.
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Análisis Estadístico. Como los diversos grupos de datos de que disponemos para comparar

en este experimento no cumplen la condición de normalidad tras la realización de la prueba

de Shapiro-Wilk, para la determinación de si existen variaciones o no en la distribución de las

diversas categorías morfológicas tras la realización de los distintos choques, realizamos el test de

Friedman, determinando posteriormente, cuando existieron diferencias signi�cativas dentro de

los grupos, mediante la prueba de Wilcoxon, la existencia de posibles diferencias entre cada uno

de los tiempos de incubación.

3.7.3.2. Efecto del diluyente comercial y de la presencia de plasma seminal en la

resistencia al choque a frigore.

En esta prueba se estudia el efecto que ejerce la presencia del plasma seminal, durante el

tiempo de la incubación y en el mismo momento del choque, en la variación de la resistencia

espermática, tanto a nivel de la membrana plasmática como del acrosoma, una vez que son

sometidas las muestras a un descenso brusco de temperatura. Paralelamente, se pretende también

determinar la in�uencia que puede ejercer el tipo de diluyente comercial empleado para la dilución

del semen en la susceptibilidad al choque a frigore.

Para ello, se utiliza la fracción rica de 16 eyaculados procedentes de otros tantos verracos,

tomados al azar, de un total de 150 animales presentes en CENTROTEC S.A. Se emplea el mismo

método de recogida seminal descrito con anterioridad (pág. 88), con la excepción de que ésta

se realiza directamente y no sobre diluyente comercial. Estos eyaculados, tras las valoraciones

rutinarias pertinentes, se dividen en seis partes iguales en tubos falcon de 15 ml, formando 3

grupos:

�Grupo Centrifugación Inicial� (CI): corresponde a dos de las seis muestras seminales, a las

que se les retira el plasma seminal desde un primer momento, para lo cual, se centrifugan

a 800g durante 10 minutos y, tras eliminar el sobrenadante, se rediluyen, ajustando la

concentración a 50 millones spz/ml, una en diluyente MR-A y otra en BTS.

�Grupo Centrifugación en el Momento� (CMto): formado por otras dos muestras a las que

se les va a eliminar el plasma seminal mediante el mismo procedimiento que en el grupo

anterior, pero en este caso solamente en el instante antes de realizar el choque a frigore.

Hasta ese momento permanecen diluidas en esos dos diluyentes comerciales, a la misma

concentración que el grupo anterior.

�Grupo Sin Centrifugar� (SC): formado por las dos muestras seminales restantes, que van

a permanecer en contacto con el plasma seminal durante toda la prueba, incluyendo el

momento del choque a frigore. Éstas también permanecen diluidas a la concentración in-

dicada, en ambos diluyentes comerciales.

Las seis muestras se almacenan, desde el momento de su dilución, en una nevera ajustada a

20 ºC, de la que se extraen alícuotas de un mililitro para ser sometidas al choque a frigore en
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cuatro tiempos diferentes: en el mismo momento en el que se separaron las muestras en grupos

(S0), a la hora (S1), a las dos (S2) y a las tres horas de incubación (S3) a la citada temperatura.

En el grupo CMto, 10 minutos antes de la realización de cada choque, se procede a recoger

una alícuota de tres mililitros de las muestras diluidas en cada uno de los diluyentes y, tras reali-

zar la centrifugación en una centrífuga atemperada a 20 ºC para que no haya ninguna variación

térmica, se procede a la eliminación del sobrenadante y la redilución posterior de la misma ma-

nera que en el grupo CI. De estas nuevas muestras seminales rediluidas se extraen las alícuotas

de 1 ml que, junto con las otras cuatro obtenidas de los otros dos grupos, se sumergen en una

solución de agua y etanol a 0 ºC durante 5 minutos. A continuación, se procede a la valoración

del porcentaje de integridad de la membrana plasmática y del acrosoma mediante las técnicas

ya descritas, contabilizando un total de 200 células por valoración y muestra. La �gura 3.11

representa esquemáticamente el procedimiento seguido en esta prueba.

EYACULADO

ALÍCUOTA 15 
ml a 50 mill. 

Spz/ml a 20ºC

ALÍCUOTA 15 
ml a 50 mill. 

Spz/ml a 20ºC

Dilución 
en MR-A

Dilución 
en BTS

Centrifugación y 
eliminación sobrenadante

ALÍCUOTA 15 
ml a 50 mill. 

Spz/m a 20ºC

ALÍCUOTA 15 
ml a 50 mill. 

Spz/ml a 20ºC

Dilución 
en MR-A

Dilución 
en BTS

Dilución 
en BTS

Dilución 
en MR-A

ALÍCUOTA 15 
ml a 50 mill. 

Spz/ml a 20ºC

ALÍCUOTA 15 
ml a 50 mill. 

Spz/ml a 20ºC

Centrifugación, eliminación 
sobrenadante y redilución en MR-A / 

BTS en el momento del Choque a 
frigore.

Choque a frigore a 0ºC durante 5 min. sobre alícuotas de 1 ml.

A las 0, 1, 2 y 3 horas de estabilización a 20ºC.

Valoración de la integridad de la membrana plasmática y del acrosoma.

Figura 3.11: Representación esquemática de la prueba realizada para la determinación de la in�uencia
del diluyente comercial y del plasma seminal en la resistencia espermática al choque a frigore.

Análisis estadístico. Tras la comprobación de que todos los conjuntos de datos cumplen las

premisas de normalidad y homocedasticidad, realizamos modelos factoriales de análisis de la
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varianza (ANOVA factorial) para evaluar el efecto individual y conjunto, tanto del diluyente

como del momento en el que se priva a las muestras del contacto con el plasma seminal, so-

bre la integridad de la membrana plasmática y la del acrosoma, tras los choques a frigore. Si

alguno de los estadísticos F asociados a los efectos principales resulta signi�cativo, procedemos

a emplear el test de Tukey para determinar dónde se encuentran las diferencias entre grupos.

Para la identi�cación de posibles diferencias entre ambos diluyentes utilizamos un t-test para

muestras relacionadas y recurrimos a un ANOVA de un factor para tratar de identi�car, en cada

uno de los grupos mencionados, diferencias entre los valores medios recogidos tras los diferentes

choques, determinando con posterioridad, entre qué tiempos aparecen éstas mediante un t-test

para muestras relacionadas.

3.7.3.3. In�uencia del tiempo de incubación previo sobre la congelabilidad esper-

mática.

Habida cuenta de que el tiempo de incubación previo puede modi�car la resistencia esper-

mática al choque a frigore, procedimos a valorar la in�uencia del mismo en la supervivencia

espermática posdescongelación, para lo cual efectuamos modi�caciones en el protocolo de con-

gelación habitual, incrementando dicho tiempo.

Para realizar esta prueba utilizamos la fracción rica de ocho eyaculados procedentes de ocho

animales diferentes tomados al azar del total de verracos presentes en CENTROTEC S.A., todos

ellos con valoraciones por encima de los criterios de calidad establecidos anteriormente para acep-

tar un eyaculado como apto para la congelación (pág. 90). Tras las valoraciones y su posterior

dilución (1:2) en diluyente comercial MR-A, procedemos a separarlos en cuatro fracciones, depo-

sitando el mismo volumen de muestra seminal en cuatro vasos de precipitados de 200 ml, cuya

abertura tapamos con para�lm. Una vez realizado esto, se continúa con el protocolo habitual

descrito anteriormente (pág. 95), con la diferencia de que sólo una de las muestras (grupo con-

trol) permanece las 3 horas establecidas a 15 ºC, mientras que cada uno de los otros tres grupos

experimentales permanecen a dicha temperatura durante 6, 12 y 24 horas, respectivamente. A

su vez, se realiza, transcurrido el tiempo de incubación establecido para cada grupo, un choque

a frigore, en las mismas condiciones que los realizados hasta el momento en esta tesis doctoral;

para ello, se prepara una alícuota de 1 ml en un microtubo eppendorf de 1,5 ml y se introduce,

en la solución de agua y etanol a 0 ºC durante 5 minutos. A continuación, se procede a valorar

el estado de la membrana plasmática y de la vesícula acrosómica, así como el porcentaje total de

movilidad espermática mediante un sistema CASA. Una vez realizada la congelación propiamen-

te dicha, empleando la misma curva de descenso térmico especi�cada con anterioridad (pág. 97),

se sumergen las pajuelas en nitrógeno líquido, permaneciendo en el tanque de almacenamiento

durante 10 días hasta su descongelación, que se realiza sumergiéndolas en un baño termostático

a 50 ºC durante 12 segundos. Se descongelan tres pajuelas por cada eyaculado criopreservado y

grupo, realizándose un pool heterospérmico mediante la dilución del contenido de las mismas en

15 ml de BTS en un tubo falcon. Acto seguido, se realiza la valoración de los mismos parámetros
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descritos para el choque a frigore.

Los objetivos de esta prueba son:

Comprobar la in�uencia del tiempo de incubación, a lo largo de las primeras 24 horas, en

la resistencia espermática durante la realización del choque.

Establecer si se produce una mayor resistencia al proceso de criopreservación cuando incre-

mentamos el tiempo de incubación. Esto determinará la importancia del periodo de espera

sobre el proceso de congelación y nos permitirá averiguar qué tiempo de los analizados es

el idóneo para el protocolo de congelación.

Análisis estadístico: Todos los grupos de datos a comparar en este experimento cumplen las

condiciones de normalidad tras la comprobación con la prueba de Shaphiro-Wilk. Para la valora-

ción del incremento de la resistencia, tanto al choque a frigore como al proceso de congelación,

a medida que transcurre el tiempo de incubación, se utiliza un ANOVA de un factor, a �n de

determinar si existen diferencias entre los cuatro tiempos analizados. Cuando se obtienen dife-

rencias signi�cativas para alguno de los parámetros valorados, se procede a analizarlas mediante

el t-test para muestras relacionadas, realizando contrastes pareados entre todos los tiempos de

incubación determinados.
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4. Resultados

4.1. Análisis de las muestras descongeladas.

4.1.1. Valores obtenidos para los parámetros estudiados en las muestras des-

congeladas.

Los tres parámetros que se valoran tras la descongelación de las muestras seminales son la

integridad de la membrana plasmática, la integridad de la vesícula acrosómica y el porcentaje de

movilidad espermática, tanto en ausencia como en presencia de cafeína, mediante la utilización

de un sistema de análisis computarizado de semen.

Integridad de la membrana plasmática.

La técnica �uorescente utilizada en la valoración de la integridad de la membrana plasmática

revela dos clases de espermatozoides: los que presentan en la cabeza una intensa �uorescencia

roja (yoduro de propidio) y aquellos que muestran en toda su estructura una �uorescencia de

color verde (diacetato de carboxi�uoresceína). La exclusión del IP del interior del espermatozoide

se utiliza como indicador de integridad de membrana en todos aquellos espermatozoides que la

presentan, apareciendo éstos con la coloración verde característica del DCF, mientras que su

inclusión, y la consecuente presencia de �uorescencia roja en toda o en parte de la cabeza, se

considera como alteración en la integridad de la membrana.

Los resultados de las diferentes descongelaciones muestran los siguientes valores de integridad

de membrana plasmática:

 
 
 

% INTEGRIDAD DE MEMB. PLASMÁTICA EN MUESTRAS DESCONGELADAS 
1ª 

CONGELACIÓN
2ª 

CONGELACIÓN 
3ª 

CONGELACIÓN 
4ª 

CONGELACIÓN 
5ª 

CONGELACIÓN 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 48,00 2,00 38,00 0,50 39,75 2,75 48,25 0,.75 34,50 1,00 
G5223 52,75 0,75 64,25 2,25 48,75 0,75 47,50 0,00 58,25 2,75 
G6328 67,75 2,25 54,00 4,00 62,00 2,00 61,75 0,75 65,50 2,50 
T475 58,75 1,25 58,00 6,00 62,50 2,50 63,25 1,25 54,75 0,25 
L437 29,50 4,50 38,25 0,75 36,75 0,25 34,50 0,50 36,00 1,00 

R3846 56,00 1,50 55,50 1,50 53,00 2,50 49,75 5,25 52,00 2,00 
R4052 61,75 2,25 63,00 0,00 67,50 1,00 70,50 0,75 66,75 4,25 
R5487 69,50 1,50 70,75 0,75 71,00 1,00 58,50 0,50 67,75 0,25 

 

 
 
 

% INTEGRIDAD DE MEMB. PLASMÁTICA EN MUESTRAS DESCONGELADAS  
1ª CONGEL. 2ª CONGEL. 3ª CONGEL. 4ª CONGEL. 5ª CONGEL. TOTAL 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 48,00 2,83 38,00 ,71 39,75 3,89 48,25 1,06 34,50 1,41 41,70 6,06 
G5223 52,75 1,06 64,25 3,18 48,75 1,06 47,50 ,00 58,25 3,89 54,30 6,80 
G6328 67,75 3,18 54,00 5,66 62,00 2,83 61,75 1,06 65,50 3,54 62,20 5,60 
T475 58,75 1,77 58,00 8,49 62,50 3,54 63,25 ,35 54,75 ,35 59,45 4,53 
L437 29,50 6,36 38,25 1,06 36,75 ,35 34,50 ,71 36,00 1,41 35,00 3,87 

R3846 56,00 2,12 55,50 2,12 53,00 3,54 49,75 7,42 52,00 2,83 53,25 3,91 
R4052 61,75 3,18 63,00 ,00 67,50 1,41 70,50 7,07 66,75 6,01 65,90 4,70 
R5487 69,50 2,12 70,75 1,06 71,00 1,41 58,50 ,71 67,75 ,35 67,50 4,99 

 TOTAL 55,50 12,53 55,22 11,76 55,16 12,40 54,25 11,35 54,44 12,90 54,91 11,82 

Tabla 4.1: Porcentaje de integridad de membrana obtenido en los eyaculados de los diferentes verracos
tras el proceso de congelación/descongelación.

Los valores de los eyaculados oscilan entre un 29,5±6,4% (L437[1a]1) y un 71,0±1,4%
(R5487[3a]) de espermatozoides con la membrana íntegra, obteniéndose una media del 54,9±11,8%.
Si bien no se observan diferencias signi�cativas entre las dos razas analizadas (tabla 4.2), pro-

mediando valores similares tanto para la Landrace como para la Large White (55,4±13,8% y

54,4±9,6%, respectivamente), sí se aprecian al analizar los valores obtenidos en cada verraco,

diferencias que determinan la clasi�cación de los animales en tres subconjuntos homogéneos,

en función de las medias obtenidas para cada uno de ellos, de forma que los verracos de cada

subconjunto no presentan diferencias signi�cativas entre sí, pero sí las muestran (p<0,05) con

1Entre corchetes queda indicado el número ordinal de la congelación.

123



4.1 Análisis de las muestras descongeladas.

aquellos verracos que no pertencen al mismo subconjunto. En la tabla 4.3 queda re�ejado que,

de los ocho verracos utilizados, el L437 y el G2552 presentan, una vez realizada la descongelación

pertinente, los porcentajes medios más bajos, mientras que los más altos corresponden al R5487

y al R4052.

54,41a 9,57 34,50 67,75
55,41a 13,80 29,50 71,00

LW
LD

RAZA

Media Desviación típica Mínimo Máximo
% INTEGR. DE LA MEMBR. PLASMÁTICA TRAS LA DESCONGELACIÓN

.

Página 1

Tabla 4.2: Integridad de la membrana plasmática tras la descongelación en función de la raza.
Diferentes superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05).

Subconjunto para alfa = ,05 VERRACO N 
1 2 3 

L437 5 35,00   
G2552 5 41,70   
R3846 5  53,25  
G5223 5  54,30  
T475 5  59,45 59,45 

G6328 5  62,20 62,20 
R4052 5   65,90 
R5487 5   67,50 

Sig.  ,37 ,09 ,17 
 

Tabla 4.3: Grupos homogéneos establecidos en función de las diferencias obtenidas en el porcentaje de
integridad de membrana tras el descongelado.
La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias signi�cativas (p<0,05) con los

integrantes del mismo.

Integridad de la membrana acrosómica.

Una vez realizada la descongelación de las muestras, procedemos a determinar los porcentajes

de integridad acrosómica de cada uno de los eyaculados, empleando para ello el criterio utilizado

por Pursel et al. (1972a). En la tabla 4.4 quedan re�ejadas las oscilaciones observadas entre

eyaculados, que van de un 4,0% de la muestra del G2552 [3a] a un 51,0% de la del R5487 [3a].
 
 
 

 
 
 

% INTEGRIDAD DE MEMB. ACROSÓMICA EN MUESTRAS DESCONGELADAS  
1ª CONGEL. 2ª CONGEL. 3ª CONGEL. 4ª CONGEL. 5ª CONGEL. TOTAL 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 32,50 13,44 10,00 3,54 4,00 1,41 16,00 1,41 4,50 ,71 13,40 12,01 
G5223 17,50 6,36 27,50 3,54 20,00 7,07 15,50 3,54 25,00 7,07 21,00 6,46 
G6328 30,00 21,21 13,50 4,95 27,50 3,54 25,00 7,07 15,00 7,07 22,20 10,73 
T475 9,00 5,66 29,00 1,41 26,00 5,66 25,00 7,07 31,00 12,73 24,00 9,92 
L437 13,75 5,30 6,00 1,41 10,00 2,83 12,50 ,71 5,00 ,00 9,50 4,30 

R3846 20,00 ,00 26,00 1,41 19,00 1,41 30,00 7,07 7,50 ,00 20,50 8,42 
R4052 17,00 1,41 29,00 8,49 39,00 1,41 50,00 21,21 17,50 3,54 30,50 15,46 
R5487 50,00 14,14 47,50 10,61 51,00 1,41 50,00 7,07 46,50 3,54 49,00 6,72 

 TOTAL 23,75 14,99 23,56 13,50 24,56 14,88 27,94 15,80 19,00 14,77 23,76 14,62 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.4: Porcentaje de integridad del acrosoma obtenido en los eyaculados de los diferentes verracos
tras el proceso de congelación/descongelación.
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4. Resultados

El valor medio calculado para todos los eyaculados es de un 23,8±14,6%, siendo éste, clara-
mente inferior al 54,9±11,8% que presentan en la valoración de la integridad de la membrana

plasmática.

El análisis estadístico tampoco revela en este caso diferencias signi�cativas entre las dos ra-

zas evaluadas, aunque la raza Landrace presenta valores medios ligeramente más elevados que

la Large White (tabla 4.5); donde sí aparecen éstas (p<0,05) es al realizar la comparación entre

los porcentajes medios de acrosomas intactos mostrados por los diferentes verracos. En la tabla

4.6, podemos observar cómo el L437, al igual que sucedía al analizar la vitalidad de las mues-

tras descongeladas, resulta ser el verraco que presenta un porcentaje de integridad del acrosoma

inferior al resto de animales (9,5±3,9%); en el lado opuesto nos encontramos con el R5487 que,

con un 49,0±1,9%, muestra el valor medio más alto de los ocho verracos.

% INTEGR. ACROSÓMICA TRAS LA DESCONGELACIÓN  
Media Desviación típica Mínimo Máximo 

LW 20,15ª 8,92 4,00 32,50 RAZA 
LD 27,38ª 16,85 5,00 51,00 

 
 

Tabla 4.5: Integridad de la membrana acrosómica tras la descongelación en función de la raza.
Diferentes superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05).

% INTEGRIDAD ACROSÓMICA TRAS LA DESCONGELACIÓN 
  Media Desviación típica Mínimo Máximo 

G2552 13,40ab 11,73 4,00 32,50 
G5223 21,00a 5,18 15,00 27,50 
G6328 22,20a 7,49 13,50 30,00 
T475 24,00a 8,72 9,00 31,00 
L437 9,50b 3,94 5,00 14,00 

R3846 20,50a 8,54 7,50 30,00 
R4052 30,50ac 14,20 17,00 50,00 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 49,00c 1,90 46,50 51,00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.6: Integridad de la membrana acrosómica tras la descongelación en función del verraco.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).

Movilidad espermática postdescongelación.

La tabla 4.7 muestra el porcentaje de espermatozoides móviles resultantes tras la descon-

gelación de las muestras, tanto sin la estimulación con cafeína como con ella. Cuando se incuban

sin la presencia de cafeína, los valores oscilan entre un 21,9%, observado en el tercer eyaculado

del G2552, y un 71,8% del primer eyaculado del R5487, dejando un porcentaje medio total de

un 47,8±13,2%. Dichos resultados se incrementan de forma notable al incubar las muestras en

una solución 1mM de cafeína, pasando a valores que oscilan entre el 43,8% del L437 [4a] y el

84,5% del R4052 [5a] y con un porcentaje medio signi�cativamente más alto (p<0,01), de un

68,6±10,8%.

125



4.1 Análisis de las muestras descongeladas.

Este aumento del porcentaje de movilidad para las muestras incubadas con cafeína, no sólo

se observa en el promedio total calculado para los 40 eyaculados, sino que queda re�ejado en

todos y cada uno de ellos (p<0,05).

 
 
 

% MOVILIDAD (CON Y SIN CAFEÍNA) EN MUESTRAS DESCONGELADAS   
1ª 

CONGELACIÓN
2ª 

CONGELACIÓN 
3ª 

CONGELACIÓN 
4ª 

CONGELACIÓN 
5ª 

CONGELACIÓN TOTAL 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 38,91 58,91 33,88 57,35 21,92 54,15 22,12 52,40 22,93 44,15 27,95 53,39 
G5223 53,67 76,12 23,11 61,98 48,31 58,51 54,07 73,28 57,82 65,85 47,39 67,15 
G6328 40,74 67,19 39,32 63,84 50,97 68,64 53,02 79,71 58,75 76,86 48,56 71,25 
T475 64,76 77,33 51,34 67,81 46,55 75,48 47,02 74,78 50,68 76,97 52,07 74,47 
L437 40,74 52,32 53,13 59,52 39,63 53,15 36,39 43,84 31,37 63,07 40,25 54,38 

R3846 50,46 72,28 51,05 65,94 53,11 78,41 54,93 70,80 33,86 65,23 48,68 70,53 
R4052 71,35 83,42 39,44 75,86 68,35 79,95 69,25 82,59 53,96 84,52 60,47 81,27 
R5487 71,82 74,53 45,21 70,45 56,35 79,88 62,02 80,88 50,00 74,27 57,08 76,00 

TOTAL 54,06 70,26 42,06 65,34 48,15 68,52 49,85 69,78 44,92 68,87 47,81 68,56 

 
 Tabla 4.7: Porcentaje de movilidad espermática (con y sin cafeína) obtenido por los eyaculados de los

diferentes verracos tras el proceso de congelación/descongelación.

Dentro de cada una de las incubaciones realizadas se observan diferencias signi�cativas

(p<0.05) entre los valores medios de los verracos (tabla 4.8), que oscilan desde el 28,0±7,9%
del G2552 hasta 60,5±13,6% del R4052 para la incubación sin la adición del inhibidor de la

fosfodiesterasa, y desde el 53,4±5,8% hasta el 81,3±3,5% en esos mismos verracos para las

muestras incubadas con él. En cambio, una vez más, el análisis estadístico no revela diferencias

signi�cativas para las medias de las dos razas estudiadas (tabla 4.9).

% MOVILIDAD DESCONGELADO SIN 
CAFEÍNA 

% MOVILIDAD DESCONGELADO CON 
CAFEÍNA  

Media Desv. 
típ. Mínimo Máximo Media Desv. 

típ. Mínimo Máximo

G2552 27,95a 7,92 21,92 38,91 53,39a,* 5,77 44,15 58,91 
G5223 47,39ab 13,99 23,11 57,82 67,15b,* 7,43 58,51 76,12 
G6328 48,56b 8,31 39,32 58,75 71,25bc,* 6,73 63,84 79,71 
T475 52,07b 7,41 46,55 64,76 74,47bc,* 3,87 67,81 77,33 
L437 40,25ab 8,07 31,37 53,13 54,38a,* 7,40 43,84 63,07 

R3846 48,68b 8,47 33,86 54,93 70,53bc,* 5,35 65,23 78,41 
R4052 60,47b 13,62 39,44 71,35 81,27c,* 3,46 75,86 84,52 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 57,08b 10,41 45,21 71,82 76,00bc,* 4,32 70,45 80,88 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.8: Porcentaje de movilidad espermática tras la descongelación en función del verraco.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05). * Indica diferencias signi�cativas (p<0,05)

entre valores incubados con cafeína y sin ella.

4.1.2. Resistencia de los diferentes eyaculados al proceso de criopreservación.

Una vez descritas y analizadas las variaciones observadas en los diferentes parámetros tras la

descongelación, procede abordar el tema de la resistencia de los distintos eyaculados al proceso

de congelación/descongelación. Para ello, hay que partir de los valores obtenidos en el análisis
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realizado en el semen fresco, para así establecer el porcentaje de espermatozoides que, habiendo

presentado en aquel momento un correcto estado para un determinado parámetro, lo mantienen

tras la descongelación de la muestra, y así poder realizar una corrección de los porcentajes mos-

trados posdescongelación, aplicando a cada parámetro las fórmulas mencionadas en la página

3.7.1.

% MOVILIDAD DESCONGELADO SIN 
CAFEÍNA 

% MOVILIDAD DESCONGELADO CON 
CAFEÍNA  

 
Media Desv. típ. Mínimo Máximo Media Desv. típ. Mínimo Máximo 

LW 44,00a 13,19 21,92 64,76 66,57a,* 9,97 44,15 79,71 RAZA 
 LD 51,62a 12,47 31,37 71,82 70,55a,* 11,44 43,84 84,52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.9: Porcentaje de movilidad espermática tras la descongelación en función de la raza.
Diferentes superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05) entre razas. * Indica diferencias signi�cativas

(p<0,05) entre valores incubados con cafeína y sin ella.
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CONGELABILIDAD 
1ª 

CONGELACIÓN
2ª 

CONGELACIÓN 
3ª 

CONGELACIÓN 
4ª 

CONGELACIÓN 
5ª 

CONGELACIÓN 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 55,98 1,84 45,78 0,50 45,95 2,38 57,78 0,14 40,23 1,52 
G5223 63,94 1,03 70,22 2,84 56,03 1,18 54,29 0,31 63,32 3,33 
G6328 77,21 1,90 64,29 4,76 75,61 1,98 70,77 0,25 75,72 1,14 
T475 64,56 0,66 62,70 6,15 70,03 4,57 73,33 0,50 62,22 0,42 
L437 36,09 5,17 43,97 1,37 44,68 0,44 40,35 0,83 44,04 0,55 

R3846 66,27 0,99 65,88 3,15 61,81 1,29 58,53 4,80 60,12 1,27 
R4052 69,38 2,14 70,99 0,20 78,49 2,53 77,90 5,09 72,36 4,80 
R5487 77,22 1,24 76,90 0,82 82,32 0,03 65,55 1,11 71,50 0,30 

 
 

 
 
 

CONGELABILIDAD  
1ª CONGEL. 2ª CONGEL. 3ª CONGEL. 4ª CONGEL. 5ª CONGEL. TOTAL 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 55,98 1,84 45,78 0,50 45,95 2,38 57,78 0,14 40,23 1,52 49,15 7,21 
G5223 63,94 1,03 70,22 2,84 56,03 1,18 54,29 0,31 63,32 3,33 61,56 6,49 
G6328 77,21 1,90 64,29 4,76 75,61 1,98 70,77 0,25 75,72 1,14 72,71 5,65 
T475 64,56 0,66 62,70 6,15 70,03 4,57 73,33 0,50 62,22 0,42 66,57 5,89 
L437 36,09 5,17 43,97 1,37 44,68 0,44 40,35 0,83 44,04 0,55 41,82 4,30 

R3846 66,27 0,99 65,88 3,15 61,81 1,29 58,53 4,80 60,12 1,27 62,52 4,38 
R4052 69,38 2,14 70,99 0,20 78,49 2,53 77,90 5,09 72,36 4,80 73,82 5,35 
R5487 77,22 1,24 76,90 0,82 82,32 0,03 65,55 1,11 71,50 0,30 74,70 6,08 

 TOTAL 63,83 13,02 62,59 11,87 64,37 14,27 62,31 11,99 61,19 12,76 62,86 12,46 
 
 
 
 
 

Figura 4.1: Porcentajes medios de resistencia de la membrana plasmática al proceso de congela-
ción/descongelación.
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4.1 Análisis de las muestras descongeladas.

Resistencia de la membrana plasmática.

En la �gura 4.1 se muestran las medias y desviaciones típicas obtenidas en las diferentes

congelaciones de cada verraco. Estos valores oscilan desde el 36,1% (L437[1a]) hasta el 82,3%

(R5487[3a]), obteniéndose una media total de un 62,9±12,5%.

Al analizar los valores por raza, resulta una media para los eyaculados de la raza Large White

del 62,5±10,5% y para la raza Landrace del 63,2±14,2%, no siendo signi�cativa la diferencia

entre ambas tras realizar el análisis estadístico. Sin embargo, al calcular las medias obtenidas por

cada animal sí se aprecian diferencias entre ellos, que permiten dividir a los verracos en cuatro

subconjuntos homogéneos, de forma análoga a los anteriormente citados. En estos subconjuntos

�guran los machos L437 y G2552 con la peor congelabilidad, presentando valores medios del

41,8% y del 49,1%, respectivamente, y los machos R5487 y R4052 con la mejor resistencia al

proceso de criopreservación, con resultados medios respectivos de un 74,7% y un 73,8% (tabla

4.10).

  

Subconjunto para alfa = ,05 VERRACO N 
1 2 3 4 

L437 5 41,82    
G2552 5 49,15    
G5223 5  61,56   
R3846 5  62,52 62,52  
T475 5  66,57 66,57 66,57 

G6328 5   72,72 72,72 
R4052 5    73,82 
R5487 5    74,70 

Sig.  0,41 0,82 0,09 0,28 

 
Tabla 4.10: Subconjuntos homogéneos establecidos en función de las diferencias de resistencia de la
membrana al proceso de congelación/descongelación.
La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias signi�cativas (p<0,05) con los

integrantes del mismo.

Resistencia de la membrana acrosómica.

Tras realizar la corrección establecida para los valores de integridad del acrosoma, se expresa

una resistencia media de dicha estructura al proceso de congelación de un 24,3±14,9%, oscilando
entre un mínimo de un 4,3±1,6%, observado en el tercer eyaculado del G2552, y un máximo de

un 50,8±7,5%, determinado en el cuarto eyaculado del R5487 (tabla 4.11).

Si bien ninguna de las razas mostró una mayor resistencia al proceso de criopreservación

respecto a la otra (tabla 4.12), una vez más sí hubo diferencias (p<0,05) entre los distintos ani-

males utilizados (tabla 4.13), siendo el L437 el verraco con peor resistencia del acrosoma, con un

porcentaje medio del 9,9±4,1%, y el R5487 el que mejor resistencia ofrece, con una media de un

49,7±2,1% de acrosomas intactos.
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4. Resultados

 
 
 

 
 
 

RESISTENCIA DEL ACROSOMA AL PROCESO DE CONGELACIÓN/DESCONGELACIÓN 
1ª 

CONGELACIÓN
2ª 

CONGELACIÓN 
3ª 

CONGELACIÓN 
4ª 

CONGELACIÓN 
5ª 

CONGELACIÓN 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 33,05 14,59 10,24 3,55 4,27 1,57 16,41 1,33 4,71 ,71 
G5223 17,74 7,05 27,93 3,79 20,33 7,32 15,40 3,74 25,15 7,29 
G6328 31,83 22,69 13,72 5,12 28,51 3,87 26,48 7,68 15,36 7,14 
T475 9,16 5,81 29,75 1,67 26,92 5,66 25,67 7,44 32,51 13,57 
L437 14,64 5,82 6,15 1,41 10,74 4,03 12,69 ,09 5,21 ,08 

R3846 20,31 ,15 26,67 1,64 19,70 1,61 31,77 7,72 7,94 ,18 
R4052 17,27 3,00 29,12 8,32 39,60 1,72 51,02 21,65 17,68 3,57 
R5487 50,20 13,86 47,71 6,77 52,31 1,83 50,79 7,54 47,20 1,81 

 

 
 
 

RESISTENCIA DEL ACROSOMA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN  
1ª CONGEL. 2ª CONGEL. 3ª CONGEL. 4ª CONGEL. 5ª CONGEL. TOTAL 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
VE

R
R

A
C

O
 

G2552 33,04 13,88 10,24 3,55 4,27 1,57 16,41 1,33 4,71 ,71 13,73 12,19 
G5223 17,74 6,33 27,93 3,79 20,33 7,32 15,40 3,01 25,15 7,29 21,31 6,54 
G6328 31,83 22,69 13,72 5,12 28,51 3,87 26,48 7,68 15,36 7,14 23,18 11,52 
T475 9,16 5,81 29,75 1,67 26,92 5,66 25,67 7,44 32,51 13,57 24,80 10,41 
L437 14,64 5,82 6,15 1,41 10,73 3,27 12,69 ,81 5,21 ,08 9,88 4,49 

R3846 20,31 ,15 26,67 1,64 19,70 1,61 31,77 7,72 7,94 ,18 21,28 8,86 
R4052 17,26 1,56 29,12 8,32 39,60 1,72 51,02 21,65 17,68 3,57 30,94 15,79 
R5487 50,20 13,86 47,70 10,32 52,31 1,83 50,79 7,54 47,20 3,25 49,64 6,72 

 TOTAL 24,27 15,23 23,91 13,54 25,30 15,14 28,78 16,12 19,47 15,06 24,35 14,87 
 
 
 
 Tabla 4.11: Porcentajes medios de resistencia del acrosoma al proceso de criopreservación.

% RESISTENCIA ACROSOMA A LA CRIOPRESERVACIÓN  
Media Desviación típica Mínimo Máximo 

LW 20,76ª 10,92 3,16 47,87 RAZA 
LD 27,94ª 17,53 5,16 66,33 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.12: Resistencia del acrosoma al proceso de congelación/descongelación en función de la raza.
Diferentes superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05).

RESISTENCIA INTEGRIDAD ACROSOMA AL PROCESO 
CONGELACIÓN / DESCONGELACIÓN (%) 

  Media Desviación típica Mínimo Máximo 
G2552 13,73ab 11,85 4,26 32,99 
G5223 21,30a 5,17 15,38 27,92 
G6328 23,16a 8,11 13,71 31,75 
T475 24,79a 9,13 9,14 32,46 
L437 9,88b 4,10 5,21 14,66 

R3846 21,27a 8,95 7,94 31,75 
R4052 30,94a 14,53 17,26 51,02 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 49,65c 2,14 47,21 52,31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.13: Resistencia del acrosoma al proceso de congelación/descongelación en función del verraco.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).

Resistencia de la movilidad espermática.

Al realizar el cálculo de la resistencia de este parámetro al proceso de criopreservación, re-

sulta que el 52,2±14,0% de los espermatozoides del total de los eyaculados resiste al proceso,

puesto que muestra algo de movilidad, incrementándose este valor (p<0,01) al ser incubados con

cafeína hasta un 74,6±11,2%. Al igual que sucedía con la resistencia de la membrana plasmática

y del acrosoma, se observan variaciones ostensibles en los valores de unos eyaculados respecto

a otros (tabla 4.14), con un porcentaje medio mínimo de un 26,3% (G2552[5a]) y máximo de

un 77,0% (R5487 [1a]), para las muestras incubadas sin cafeína y con unos porcentajes mínimo

y máximo del 47,9% (L437[4a]) y del 92,2% (R4052[1a]), respectivamente, en las muestras que

contienen el estimulante.
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4.1 Análisis de las muestras descongeladas.

Del mismo modo que ocurre con los otros dos parámetros analizados en las muestras descon-

geladas, se observan diferencias (p<0,05) en los valores obtenidos entre los diferentes verracos

(tabla 4.15), tanto para las muestras con cafeína como sin ella, y en cambio, no se observa una

mayor resistencia de la movilidad en una raza respecto a la otra (tabla 4.16).

Nuevamente, en todos los casos se producen aumentos estadísticamente signi�cativos en las

medias observadas para las incubaciones con cafeína con respecto a aquellas no estimuladas.

 
 

1ª 
CONGELACIÓN

2ª 
CONGELACIÓN 

3ª 
CONGELACIÓN 

4ª 
CONGELACIÓN 

5ª 
CONGELACIÓN 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

VE
R

R
A

C
O

 
G2552 44,63 64,23 39,99 67,00 26,81 58,25 25,61 63,17 26,26 48,16 
G5223 57,75 79,60 25,65 65,38 52,83 61,08 57,51 77,55 62,87 85,60 
G6328 45,48 76,18 43,04 70,87 56,40 75,75 58,16 86,12 62,31 82,26 
T475 68,20 79,89 55,10 70,80 50,43 79,24 50,23 77,00 54,45 82,42 
L437 44,86 60,71 54,40 62,75 43,76 61,17 38,89 47,87 32,77 72,62 

R3846 52,69 74,65 53,16 68,55 58,19 92,19 65,39 75,55 37,13 78,77 
R4052 76,54 92,23 45,85 77,13 72,04 87,17 75,87 90,04 56,82 88,14 
R5487 77,00 76,06 49,44 75,42 61,91 88,16 74,42 89,15 52,29 75,57 

 

 
 
 

RESISTENCIA DEL % MOVILIDAD AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN   
1ª 

CONGELACIÓN
2ª 

CONGELACIÓN 
3ª 

CONGELACIÓN 
4ª 

CONGELACIÓN 
5ª 

CONGELACIÓN TOTAL 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

% 
MOV. 

% MOV. 
(CAF) 

VE
R

R
A

C
O

 

G2552 44,63 64,23 39,99 67,00 26,81 58,25 25,61 63,17 26,26 48,16 32,66 60,16 
G5223 57,75 79,60 25,65 65,38 52,83 61,08 57,51 77,55 62,87 85,60 51,32 73,84 
G6328 45,48 76,18 43,04 70,87 56,40 75,75 58,16 86,12 62,31 82,26 53,08 78,23 
T475 68,20 79,89 55,10 70,80 50,43 79,24 50,23 77,00 54,45 82,42 55,68 77,87 
L437 44,86 60,71 54,40 62,75 43,76 61,17 38,89 47,87 32,77 72,62 42,94 61,03 

R3846 52,69 74,65 53,16 68,55 58,19 92,19 65,39 75,55 37,13 78,77 53,31 77,94 
R4052 76,54 92,23 45,85 77,13 72,04 87,17 75,87 90,04 56,82 88,14 65,42 86,94 
R5487 77,00 76,06 49,44 75,42 61,91 88,16 74,42 89,15 52,29 75,57 63,01 80,87 

TOTAL 58,39 75,44 45,83 69,74 52,80 75,38 55,76 75,81 48,11 76,69 52,18 74,61 
 

Tabla 4.14: Porcentajes medios de resistencia de la movilidad espermática (con y sin cafeína) al proceso
de congelación/descongelación.

RESISTENCIA MOVILIDAD SIN 
CAFEÍNA AL PROCESO 

CRIOPRESERVACIÓN (%) 

RESISTENCIA MOVILIDAD CON 
CAFEÍNA AL PROCESO 

CRIOPRESERVACIÓN (%)  

Media Desv. 
típ. Mínimo Máximo Media Desv. 

típ. Mínimo Máximo 

G2552 32,66a 8,97 25,61 44,63 60,16ab,* 7,41 48,16 67,00 
G5223 51,32ab 14,78 25,65 62,87 73,84ab,* 10,24 61,08 85,60 
G6328 53,08ab 8,38 43,04 62,31 78,23b,* 5,98 70,87 86,12 
T475 55,68bc 7,35 50,23 68,20 77,87b,* 4,40 70,80 82,42 
L437 42,94ab 7,99 32,77 54,40 61,03ab,* 8,81 47,87 72,62 

R3846 53,31ab 10,39 37,13 65,39 77,94b,* 8,78 68,55 92,19 
R4052 65,42c 13,54 45,85 76,54 86,94b,* 5,82 77,13 92,23 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 63,01bc 12,51 49,44 77,00 80,87b,* 7,12 75,42 89,15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.15: Resistencia de la movilidad espermática al proceso de congelación/descongelación en función
del verraco.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05). * Indica diferencias signi�cativas (p<0,05)

entre valores incubados o no con cafeína.

RESISTENCIA MOVILIDAD AL PROCESO 
DE CRIOPRESERVACIÓN SIN CAFEÍNA (%)

RESISTENCIA MOVILIDAD AL PROCESO DE 
CRIOPRESERVACIÓN CON CAFEÍNA (%)  

 
Media Desv. típ. Mínimo Máximo Media Desv. típ. Mínimo Máximo 

LW 48,19a 13,27 25,61 68,20 72,53a,* 10,10 48,16 86,12 RAZA 
 LD 56,17a 13,81 32,77 77,00 76,70a,* 12,15 47,87 92,23 

 

Tabla 4.16: Resistencia de la movilidad espermática al proceso de congelación/descongelación en función
de la raza.
Diferentes superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05). * Indica diferencias signi�cativas (p<0,05)

entre valores incubados o no con cafeína.
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4. Resultados

4.1.3. Grupos de calidad establecidos.

Considerando conjuntamente la resistencia al proceso de congelación/descongelación de la

membrana plasmática, del acrosoma y del porcentaje de movilidad espermática tras la estimula-

ción con cafeína, el análisis jerárquico determina, tras observar las distancias en los coe�cientes de

los conglomerados en la vinculación de Ward (tabla 9.1 de los anexos [pág. 356]) y la distribución

del dendrograma resultante del mismo (�gura 9.1 de los anexos [pág. 355]), que tres es el número

de grupos o clusters más apropiado para clasi�car los eyaculados empleados en este trabajo. Tras

esta primera clasi�cación jerárquica o intuitiva, se procede a realizar un análisis de cluster no

jerárquico, basado en el algoritmo de las K- medias (K-means), con el que encuadramos cada uno

de los eyaculados en uno de los tres grupos establecidos (Buen Congelador, Congelador Medio y

Mal Congelador ).

La tabla 4.17 muestra los centros �nales de estos grupos (valores medios de cada uno para

los diferentes parámetros utilizados en la clasi�cación), englobando en el cluster o grupo 2, que

presenta unos valores más altos que el resto de los grupos, aquellos eyaculados con una mayor

resistencia al proceso de congelación/descongelación, en el cluster 3, con los niveles más bajos,

los eyaculados que peor congelan y, �nalmente, en el cluster 1, los que presentan resistencias

intermedias al proceso.

En la tabla 4.18 puede apreciarse que los diferentes grupos no presentan homogeneidad en

cuanto al número de integrantes, sino que existe una gran mayoría de eyaculados (23) con apti-

tudes intermedias para la congelación, mientras que sólo unos pocos presentan una mayor (7) o

menor (10) resistencia tras la descongelación. Además, podemos observar que el grupo de buenos

congeladores (cluster 2) está integrado sólo por eyaculados de la raza Landrace, mientras que el

grupo de malos congeladores (cluster 3) está compuesto por un número igual de eyaculados de

la raza Landrace y de la Large White.

  
 

Conglomerado  
 1 2 3 

RESIST. DE  MEMB. PLASMÁTICA 66,50 75,70 45,49 
RESIST. DEL ACROSOMA 22,38 47,73 10,17 

RESIST. DE LA MOVILIDAD (CAF.) 78,26 83,08 60,28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.17: Centros �nales de los conglomerados establecidos tras la clasi�cación no jerárquica de las
K-medias.

CATEGORÍA CONGELACIÓN 
 BUEN 

CONGELADOR 
MEDIO 

CONGELADOR
MAL 

CONGELADOR
Total 

LW 0 15 5 20 RAZA 
LD 7 8 5 20 

Total 7 23 10 40 
 

Tabla 4.18: Número de integrantes de los diferentes grupos en función de la raza.

Si nos �jamos en la clasi�cación de los eyaculados dentro de los grupos de calidad establecidos
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4.1 Análisis de las muestras descongeladas.

(tabla 4.19), podemos comprobar que los eyaculados de los verracos R5487 y R4052 son los

que muestran una mejor capacidad para la congelación, mientras que, en el lado opuesto, los

eyaculados de los animales L437 y G2552, son los que peor capacidad de congelación presentan.

VERRACO RAZA Nº CONGELACIÓN GRUPO CALIDAD 
R4052 LD 3ª CONGELACIÓN 
R4052 LD 4ª CONGELACIÓN 
R5487 LD 1ª CONGELACIÓN 
R5487 LD 2ª CONGELACIÓN 
R5487 LD 3ª CONGELACIÓN 
R5487 LD 4ª CONGELACIÓN 
R5487 LD 5ª CONGELACIÓN 

BUEN CONGELADOR 

G2552 LW 1ª CONGELACIÓN 
G5223 LW 1ª CONGELACIÓN 
G5223 LW 2ª CONGELACIÓN 
G5223 LW 4ª CONGELACIÓN 
G5223 LW 5ª CONGELACIÓN 
G6328 LW 1ª CONGELACIÓN 
G6328 LW 2ª CONGELACIÓN 
G6328 LW 3ª CONGELACIÓN 
G6328 LW 4ª CONGELACIÓN 
G6328 LW 5ª CONGELACIÓN 
T475 LW 1ª CONGELACIÓN 
T475 LW 2ª CONGELACIÓN 
T475 LW 3ª CONGELACIÓN 
T475 LW 4ª CONGELACIÓN 
T475 LW 5ª CONGELACIÓN 

R3846 LD 1ª CONGELACIÓN 
R3846 LD 2ª CONGELACIÓN 
R3846 LD 3ª CONGELACIÓN 
R3846 LD 4ª CONGELACIÓN 
R3846 LD 5ª CONGELACIÓN 
R4052 LD 1ª CONGELACIÓN 
R4052 LD 2ª CONGELACIÓN 
R4052 LD 5ª CONGELACIÓN 

CONGELADOR 
MEDIO 

G2552 LW 2ª CONGELACIÓN 
G2552 LW 3ª CONGELACIÓN 
G2552 LW 4ª CONGELACIÓN 
G2552 LW 5ª CONGELACIÓN 
G5223 LW 3ª CONGELACIÓN 
L437 LD 1ª CONGELACIÓN 
L437 LD 2ª CONGELACIÓN 
L437 LD 3ª CONGELACIÓN 
L437 LD 4ª CONGELACIÓN 
L437 LD 5ª CONGELACIÓN 

MAL CONGELADOR 

 
Tabla 4.19: Clasi�cación de los eyaculados dentro de los grupos de calidad establecidos.
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4. Resultados

4.2. Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como

indicadoras de la congelabilidad seminal.

4.2.1. Valoración convencional del semen.

4.2.1.1. Análisis de los resultados obtenidos.

Los resultados medios obtenidos de las diferentes valoraciones a las que fueron sometidos los

eyaculados utilizados en la realización de este trabajo de investigación aparecen re�ejados en los

grá�cos y tablas mostrados a continuación.

Los eyaculados presentan un volumen medio aproximado de 300 ml y una concentración me-

dia de unos 275 millones de espermatozoides por mililitro (incluyendo los 100 ml del diluyente

seminal empleado en la extracción). Desde el punto de vista cualitativo, se seleccionan aquellas

muestras seminales que, siguiendo criterios de valoración rutinarios, presentan una alta calidad;

así, en la tabla 4.20 se muestran mínimos por encima de un 81% en movilidad, de un 77% en

normalidad morfológica y de un 93 y 81% en integridad de acrosomas y de membrana plasmá-

tica, respectivamente, así como promedios superiores a un 91, 87, 97 y 87% en cada uno de esos

parámetros.

 N Media Desv.  típ. Mínimo Máximo
VOLUMEN (ml.)* 40 296,65 50,41 215,00 407,00 

CONCENTRACIÓN (mill. spz./ml.)* 40 274,98 62,88 116,00 416,00 
MOTILIDAD SUBJETIVA (%) 40 82,13 3,38 75,00 90,00 

MOVILIDAD INICIAL (%) 40 91,33 3,75 81,76 97,66 
MOVILIDAD INICIAL CAFEÍNA (%) 40 91,90 4,81 76,92 98,35 

MORF. NORMALES (%) 40 87,05 5,13 77,00 99,00 
GOTAS CITOPLASM. PROXIMALES (%) 40 2,40 1,88 ,00 8,00 

GOTAS CITOPLASM. DISTALES (%) 40 7,80 4,19 ,00 21,00 
ALT. MORF. CABEZA (%) 40 ,40 ,59 ,00 2,00 

ALT. MORF. COLA (%) 40 2,43 2,34 ,00 10,00 
INTEGRIDAD ACROSOMAS (%) 40 97,30 1,68 93,50 99,50 
INTEGRIDAD MEMBRANA (%) 40 87,06 3,33 81,75 94,75 

 

Tabla 4.20: Resultados medios totales obtenidos en las diferentes pruebas de valoración seminal conven-
cional.
* Los valores corresponden al eyaculado más los 100 ml. del diluyente añadidos de forma previa a la extracción.

Volumen y concentración.

Las medias de volumen y concentración de los eyaculados utilizados son, respectivamente, de

296,7±50,4 ml y 275,0±62,9 millones de espermatozoides por mililitro, mostrando grandes va-

riaciones de un eyaculado a otro, sobre todo en la concentración, donde se obtiene un mínimo de

116 (L437 [1]) y un máximo de 416 mill. spz/ml (R4052 [4]).

Se observa uniformidad en ambos parámetros en las dos razas evaluadas, sin diferencias sig-

ni�cativas entre ellas (p>0,05) con los 283,9 ml y 272 mill. spz/ml de la raza Large White, y los
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

309,4 ml y 277,8 mill. spz/ml de la raza Landrace (tabla 4.21).

 
 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo 

LW 20 283,90a  46,15 215,00 403,00 VOLUMEN 
LD 20 309,40a  52,39 230,00 407,00 
LW 20 272,20a 54,62 153,00 375,00 CONCENTRACIÓN 
LD 20 277,75a 71,53 116,00 416,00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.21: Valores medios obtenidos para el volumen y concentración de los eyaculados en función de
la raza.
Diferentes superíndices dentro de cada parámetro revelarían diferencias signi�cativas entre razas (p<0,05).

VOLUMEN (ml.) 
 

Subconjunto para alfa = ,05 
VERRACO n 2 1 

T475 5 242,60  
R5487 5 245,60  
G6328 5 284,60 284,60
G5223 5 298,40 298,40
G2552 5 310,00 310,00
L437 5 320,40 320,40

R4052 5  333,40
R3846 5  338,20

Sig.  ,07 ,43

 

CONCENTRACIÓN (mill.spz./ml.) 
 

Subconjunto para alfa = ,05
VERRACO n 2 3 1 

L437 5 189,40   
G2552 5 223,40 223,40  
T475 5 258,20 258,20 258,20

G5223 5 279,40 279,40 279,40
R5487 5  296,80 296,80
R3846 5  297,60 297,60
R4052 5   327,20
G6328 5   327,80

Sig.  ,08 ,23 ,30
 

Tabla 4.22: Subconjuntos homogéneos de verracos en función del volumen y la concentración del eyacu-
lado.
La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias signi�cativas (p<0,05) con los

integrantes del mismo.

En cambio, al comparar la media de los eyaculados de los diferentes verracos, sí observamos

diferencias estadísticamente signi�cativas (p<0,05) entre ellos, que posibilitan su distribución en

dos subconjuntos homogéneos en función del volumen y en tres si tenemos en cuenta los datos

de la concentración (tabla 4.22).

Movilidad espermática.

Para el cálculo del porcentaje de espermatozoides móviles se realizan tres pruebas de movili-

dad espermática, una mediante el sistema tradicional de análisis subjetivo de visualización del

movimiento bajo un microscopio óptico y las otras dos mediante un sistema de análisis compu-

tarizado de semen (CASA), una con incubación previa de las muestras en una solución de 1 mM

de cafeína y la otra sin ella.

Los valores obtenidos muestran un promedio, para todos los eyaculados, superior al 82% en el

método subjetivo y al 91% utilizando el sistema CASA, que revela, por tanto, un claro incremento

(p<0,001) respecto al primero (�gura 4.2). En cambio, dentro de este segundo método no existen

diferencias signi�cativas entre los promedios de motilidad de las muestras con incubación previa
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en solución de cafeína y aquellas en las que no se realiza, si bien estas últimas muestran una me-

nor oscilación entre sus valores mínimo y máximo (81,8 - 97,7%) que las primeras (76,9 - 98,4%).
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 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo
MOVILIDAD SUBJETIVA (%) 40 82,13a 3,38 75,00 90,00 

MOVILIDAD CASA (%) 40 91,33b 3,75 81,76 97,66 
MOVILIDAD CASA CAFEÍNA (%) 40 91,90b 4,81 76,92 98,35 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.2: Valores medios obtenidos en la valoración de la movilidad espermática según el método
utilizado.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).

Al comparar los valores de movilidad en las dos razas presentes en el estudio (�gura 4.3) se

evidencia una tendencia similar a la observada con el total de los datos, encontrándonos valores

inferiores (p<0,001) en el método subjetivo a los mostrados con el sistema computarizado, tanto

para la raza Landrace (81,8% frente al 92,1%) como para la raza Large White (82,5% frente

al 90,6%). Al igual que en la valoración general, no se observan diferencias entre la prueba con

estimulación química de la motilidad y la realizada sin ésta, salvo en la raza Large White, en

la que se aprecia un ligero incremento (p<0,05) en el porcentaje total de espermatozoides móviles.

Como re�eja la tabla 4.23, no resultan diferencias estadísticamente signi�cativas entre los

valores medios obtenidos para los diferentes verracos en la motilidad subjetiva y en la motilidad

analizada con el sistema CASA tras la incubación con cafeína. En cambio, en aquellas muestras

que no fueron incubadas con el estimulante de la motilidad, sí se re�ejan algunas diferencias

(p<0,05) entre unos verracos y otros, siendo el G2552 el que presenta un valor medio más bajo

(85,5%) frente al T475 o al L437 (93,4 y 93,7%, respectivamente).

Analizando los datos de cada verraco se observan diferencias signi�cativas (p<0,05), en la

práctica totalidad de casos, entre la motilidad subjetiva y la valoración con el sistema compu-

tarizado, que no se aprecian, al igual que en la comparación entre razas o en el cómputo general
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de los datos, en los resultados entre la incubación o no con cafeína, en los que hay uniformidad,

solamente quebrada (p<0,05) en los promedios de los verracos T475 y L437.

% MOVILIDAD CASA  
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 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo 

LW 20 82,50a 3,80 75,00 90,00 MOVILIDAD 
SUBJETIVA (%) LD 20 81,75a 2,94 80,00 90,00 

LW 20 90,59b 3,49 81,76 94,95 MOVILIDAD CASA 
(%) LD 20 92,08b 3,93 83,33 97,66 

LW 20 91,79b 5,08 76,92 97,12 MOVILIDAD CASA 
CAFEÍNA (%) LD 20 92,00b 4,65 82,81 98,35 

 

Figura 4.3: Valores medios obtenidos para los tres métodos empleados en la valoración de porcentaje de
movilidad en función de la raza.
Diferentes superíndices dentro de cada parámetro revelan diferencias signi�cativas entre razas (p<0,05).

  % MOVILIDAD SUBJETIVA                         % MOVILIDAD CASA                       % MOVILIDAD CASA CAFEÍNA 
 

 

Subconjunto 
para alfa = ,05VERRACO n

1 

G2552 5 88,98 
L437 5 89,27 

R3846 5 90,92 
G6328 5 90,98 
G5223 5 91,53 
R4052 5 93,63 
R5487 5 94,20 
T475 5 95,67 
Sig.  ,35 

Subconjunto 
para alfa = ,05 VERRACO n 

1 

R4052 5 80,00 
T475 5 81,00 

G6328 5 82,00 
L437 5 82,00 

R3846 5 82,00 
G2552 5 83,00 
R5487 5 83,00 
G5223 5 84,00 

Sig.  ,62 

Subconjunto 
para alfa = ,05 VERRACO n

1 2 

G2552 5 85,47  
R5487 5 90,94 90,94 
G6328 5 91,36 91,36 
R3846 5 91,65 91,65 
R4052 5  92,08 
G5223 5  92,08 
T475 5  93,43 
L437 5  93,66 
Sig.  ,07 ,87 

 
 Tabla 4.23: Subconjuntos homogéneos de verracos en función de los tres métodos empleados en la valo-

ración del porcentaje de movilidad.
La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias signi�cativas (p<0,05) con los

integrantes del mismo.

Morfología e integridad del acrosoma y de la membrana plasmática.

La calidad de los eyaculados utilizados puede considerarse bastante alta, puesto que, a parte

de los buenos resultados de movilidad espermática obtenidos, presentan valores medios más que
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aceptables, tanto de morfología normal (87,1 ± 5,1%) como de integridad de la membrana plas-

mática (87,1 ± 3,3%) y del acrosoma (97,3 ± 1,7%), tal y como se re�eja en la �gura 4.4.

En cuanto a las anormalidades morfológicas existentes en los eyaculados, cabría destacar la

presencia de gotas citoplasmáticas distales como la alteración más frecuente, con una media de

un 7,8 ± 4,2%.
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Figura 4.4: Resultados medios totales obtenidos en la valoración de la integridad acrosómica, de la
membrana plasmática y del análisis morfológico.

Al comparar los resultados para estos parámetros en función de la raza (tabla 4.24), en la

mayoría de ellos no se observan diferencias, apareciendo solamente (p<0,01) en los valores de

algunas categorías morfológicas; así, la raza Large White presenta un 3,5% más de espermato-

zoides morfológicamente normales que la raza Landrace (con un 88,8% de la primera, frente al

85,3% de la segunda) y un 2,7% menos de espermatozoides con presencia de gota citoplasmática

distal (6,5% frente al 9,2%).

La homogeneidad de los resultados de integridad del acrosoma continúa al comparar las

medias obtenidas en los eyaculados de cada verraco, donde tampoco se encuentran diferencias

signi�cativas, que sí surgen (p<0,05), en cambio, tanto en la integridad de membrana como en

la normalidad morfológica (tabla 4.25).
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 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo
LW 20 88,80a 5,68 78,00 99,00 % MORF. NORMALES 
LD 20 85,30b 3,92 77,00 90,00 
LW 20 1,95a 1,73 ,00 5,00 % GOTAS CITOPLASM.  

PROXIMALES (GCP) LD 20 2,85a 1,95 ,00 8,00 
LW 20 6,45a 3,73 ,00 13,00 % GOTAS CITOPLASM. 

 DISTALES (GCD) LD 20 9,15b 4,27 4,00 21,00 
LW 20 0,20a ,52 ,00 2,00 % ALT. MORF. CABEZA 
LD 20 0,60b ,60 ,00 2,00 
LW 20 2,75a 2,24 ,00 8,00 % ALT. MORF. COLA 
LD 20 2,10a 2,45 ,00 10,00 
LW 20 97,13a 1,58 94,00 99,50 % INTEGR. ACROSOMAS 
LD 20 97,48a 1,80 93,50 99,50 
LW 20 86,98a 3,12 82,00 92,50 % INTEGR. MEMBRANA 
LD 20 87,15a 3,60 81,75 94,75 

 

Tabla 4.24: Valores medios obtenidos para la valoración de la integridad acrosómica, de la membrana
plasmática y del análisis morfológico en función de la raza.
Diferentes superíndices dentro del mismo parámetro revelan diferencias signi�cativas entre razas (p<0,05).

      % MORF. NORMALES                           % INTEGR. MEMBRANA                         % INTEGR. ACROSOMAS 
 

 

Subconjunto 
para alfa = ,05VERRACO n

1 

L437 5 96,20 
G6328 5 96,30 
R3846 5 96,30 
G2552 5 96,60 
T475 5 97,10 

G5223 5 98,50 
R4052 5 98,70 
R5487 5 98,70 

Sig.  ,14 

Subconjunto 
para alfa = ,05 VERRACO n 

1 2 

G2552 5 82,80  
R5487 5 84,00  
R4052 5 85,40  
L437 5 85,60  

R3846 5 86,20 86,20 
G5223 5 87,40 87,40 
T475 5 90,60 90,60 

G6328 5  94,40 
Sig.  ,08 ,06 

Subconjunto 
para alfa = ,05 VERRACO n

1 2 3 

L437 5 83,65   
G2552 5 84,90 84,90  
R3846 5 85,20 85,20  
G6328 5 85,50 85,50 85,50
G5223 5 88,10 88,10 88,10
R4052 5  89,30 89,30
T475 5  89,40 89,40

R5487 5   90,45
Sig.  ,14 ,13 ,07 

Tabla 4.25: Subconjuntos homogéneos de verracos en función del porcentaje de espermatozoides morfo-
lógicamente normales y de la integridad de la membrana plasmática y del acrosoma.
La ausencia de un cierto verraco en un determinado subconjunto revela diferencias signi�cativas (p<0,05) con los

integrantes del mismo.

4.2.1.2. In�uencia de la aptitud de un eyaculado para la congelación sobre la res-

puesta a las pruebas rutinarias de contrastación seminal.

En la �gura 4.5 aparecen re�ejados los valores medios obtenidos, en las valoraciones rutinarias

realizadas, para cada uno de los grupos establecidos en función de la aptitud de los eyaculados

para la congelación. En cuatro de estas valoraciones (concentración, integridad de la membrana

y del acrosoma y movilidad con cafeína) se observa la siguiente tendencia: cuanto mejor congela

un eyaculado, más altos son los valores obtenidos. Así, en la concentración analizada, el grupo

de Malos Congeladores (MC) presenta una media de 220,1±60,8 mill.spz/ml, que resulta signi�-
cativamente inferior (p<0,05) a las de los otros dos grupos, que no di�eren entre sí. Con respecto

a la integridad del acrosoma, el grupo que destaca estadísticamente (p<0,05) entre los tres, re-
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sulta ser el de Buenos Congeladores (BC), que presenta un porcentaje medio de un 98,6±0,7%,
mientras que los valores resultantes al analizar los datos de integridad de membrana son un

poco más homogéneos, di�riendo signi�cativamente (p<0,05) el grupo BC y el MC, y quedando

con valores intermedios, sin signi�cación estadística con los otros dos, el grupo de Congeladores

Medios (CM). Por su parte, en el porcentaje de movilidad con cafeína, aunque queda re�ejada

la citada tendencia, no aparecen diferencias estadísticamente signi�cativas tras el análisis de los

datos.

En relación con las otras tres valoraciones, ni en el volumen calculado ni en el porcentaje de

movilidad sin cafeína aparecen diferencias signi�cativas entre los grupos, y respecto al porcentaje

de espermatozoides morfológicamente normales, sólo se presentan éstas entre los grupos MC y

CM, siendo este último el que presenta el valor más alto de los tres, con un 89,0±4,8%.
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CATEGORÍA CONGELACIÓN 
BUEN 

CONGELADOR 
CONGELADOR 

MEDIO 
MAL 

CONGELADOR 
 

Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.
VOLUMEN (ml.) 266,43a 63,48 303,87a 49,83 301,20a 37,28 

CONCENTRACIÓN (mill.spz./ml.) 305,00a 70,76 289,70a 47,42 220,10b 60,80 
MOVILIDAD CASA (%) 91,55a 4,05 91,85a 3,03 89,99a 4,97 

MOVILIDAD CASA CAFEÍNA (%) 93,49a 3,30 92,44a 5,15 89,53a 4,37 
MORF. NORMALES (%) 85,57ab 5,16 89,04a 4,82 83,50b 3,72 

INTEGRIDAD ACROSOMAS (%) 98,57a ,73 97,30b 1,64 96,40b 1,78 
INTEGRIDAD MEMBRANA (%) 89,82a 3,09 87,38ab 3,06 84,40b 2,17 
 

Figura 4.5: Valores medios obtenidos, en las valoraciones rutinarias realizadas, para cada uno de los
grupos establecidos en función de la aptitud de los eyaculados para la congelación.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos.

139



4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

4.2.1.3. Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los resul-

tados obtenidos en la valoración convencional.

En la tabla 4.26 se recogen los índices de correlación obtenidos entre los parámetros anali-

zados para las técnicas rutinarias de contrastación seminal y el índice de congelabilidad, basado

en la resistencia de la integridad de la membrana plasmática, así como entre dichos parámetros

y la resistencia al proceso de congelación/descongelación, tanto del acrosoma como de la movili-

dad espermática (con y sin cafeína). En ella se puede observar que solamente cuatro parámetros

(concentración, integridad de membrana, integridad del acrosoma y porcentaje de espermatozoi-

des morfológicamente normales) ofrecen correlaciones signi�cativas con alguno de estos índices

posdescongelación, siendo los dos primeros los únicos que presentan correlación con todos ellos.

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 
 MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. -,163 -,295 -,060 -,021 VOLUMEN 
Sig. (bilateral) ,314 ,065 ,713 ,897 
Coef. Correl. ,677 ,352 ,325 ,431CONCENTRACIÓN Sig. (bilateral) ,000 ,026 ,041 ,006 
Coef. Correl. -,091 -,010 -,179 -,145 MOTILIDAD 

SUBJETIVA Sig. (bilateral) ,575 ,953 ,268 ,372 
Coef. Correl. ,198 -,038 ,297 ,204 % MOVILIDAD 

INICIAL Sig. (bilateral) ,220 ,814 ,063 ,207 
Coef. Correl. ,305 ,256 ,225 -,018 % MOVILIDAD 

INICIAL (CAF) Sig. (bilateral) ,056 ,111 ,162 ,913 
Coef. Correl. ,294 ,063 ,305 ,407% MORF. 

NORMALES Sig. (bilateral) ,065 ,699 ,055 ,009 
Coef. Correl. ,375 ,375 ,346 ,208 % INTEGRIDAD 

ACROSOMAS Sig. (bilateral) ,017 ,017 ,029 ,198 
Coef. Correl. ,467 ,471 ,323 ,349% INTEGRIDAD 

MEMBRANA Sig. (bilateral) ,002 ,002 ,042 ,028 
 

Tabla 4.26: Coe�cientes de correlación entre los parámetros analizados dentro de la valoración rutinaria
del semen y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

Posteriormente, se procede a establecer la relación existente entre los resultados de los ocho

parámetros analizados en el análisis rutinario de los eyaculados y el índice de congelabilidad de

cada uno de éstos, por medio de un análisis multivariante de regresión por etapas. En dicho aná-

lisis se establecen varios modelos de regresión lineal, siendo aquel formado por la concentración,

el porcentaje de integridad de membrana y el de espermatozoides morfológicamente normales,

el que explica una mayor proporción de la varianza de la variable congelabilidad, con un 55,6%

(tabla 4.27). A partir de los coe�cientes resultantes de este modelo se determina la ecuación de

regresión para el mismo:

Congelabilidad = −112, 48 + 0, 11(Conc.) + 1, 03( % Integr.Memb.) + 0, 63( %Morf.Norm.)

140



4. Resultados

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados   Modelo  

B Error típ. Beta t Sig. 
(Constante) -112,477  42,157  -2,668 ,011 

CONCENTRACIÓN ,111 ,022 ,565 4,968 ,000 
% INTEGR. MEMBRANA 1,033    ,421 ,278 2,450 ,019 

3 

% MORF. NORMALES ,631    ,257 ,262 2,450 ,019 
n=40           r=0,768           r2=0,590          r2 correg.=0,556                Anova:     F=17,283        p<0,001 
 
 
 Tabla 4.27: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad utilizando los parámetros analizados

dentro de la valoración rutinaria del semen.

4.2.2. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un estrés

hiposmótico (HOST Y ORT).

4.2.2.1. Análisis de los resultados obtenidos.

Test de endósmosis positiva (HOST).

En la tabla 9.2 de los anexos aparecen re�ejados los valores obtenidos tras la realización de la

prueba del HOST a los 40 eyaculados empleados en este experimento. En él se puede apreciar

una gran variabilidad en la respuesta a esta prueba, dejando, a los 30 minutos de incubación a

una temperatura de 37 ºC, medias mínimas de un 22,5±3,5% en el primer eyaculado extraído

al T475, y máximas de un 86,5±0,7%, procedentes del semen empleado en la quinta congelación

del R5487. Esta variabilidad se ve nuevamente re�ejada en las muestras incubadas a esa misma

temperatura durante 60 minutos, donde el mismo eyaculado del T475 marca los valores más

bajos, con un promedio de un 24,0±2,1% y el cuarto del verraco R4052 muestra la media más

alta, con un 86,8±1,1%.

En la tabla 4.28, se observa que en las muestras seminales mantenidas a 37 ºC durante una

hora se produce un incremento en el porcentaje de espermatozoides HOST positivos (p<0,01)

con respecto a aquellas que permanecen solamente 30 minutos. Este efecto se produce en ambas

razas, si bien, a partir de esta prueba, se podría concluir que los eyaculados de la raza Landrace

presentan una mayor calidad, como queda re�ejado en los valores más altos que obtiene (p<0,05)

en las dos incubaciones (tabla 4.29).

 Media Desviación típica Mínimo Máximo 
HOST 30' (%) 58,94a 17,06 22,50 86,50 
HOST 60' (%) 61,41b 16,24 24,00 88,25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.28: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del HOST.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).

Del mismo modo, los verracos presentan, individualmente considerados, una respuesta dispar

a la prueba; el G6328 es el animal que presenta una menor resistencia a la incubación en el medio

hiposmótico, tanto si ésta es de 30 minutos como si se alarga media hora más, con medias de un

43,0±6,24% y de un 46,1±6,3% en cada caso, y en el lado opuesto, el R4052 es el que muestra

unos valores más altos, con medias para la incubación durante 30 minutos de un 76,6±13,9%
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y de un 78,7±12,7% para la realizada durante una hora (tabla 4.30). Por regla general, en este

caso también resultan valores más elevados (p<0,05) tras 60 minutos de incubación, si bien, tres

de los ocho verracos utilizados (G5223, T475 y R3846) no muestran signi�cación estadística en

este aspecto.

HOST 30' (%) HOST 60' (%) 
 Media Desv. 

típ. Mínimo Máximo Media Desv. 
típ. Mínimo Máximo 

LW 53,88a 15,77 22,50 78,00 56,35a,* 14,94 24,00 77,75 RAZA 
 LD 64,00b 17,17 31,00 86,50 66,46b,* 16,27 32,75 88,25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.29: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del HOST
en función de la raza.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre razas. * Indica diferecias signi�cativas

(p<0,05) entre incubaciones.

HOST 30' (%) HOST 60' (%)
 

Media Desv. típ. Mínimo Máximo Media Desv. 
típ. Mínimo Máximo

G2552 55,60abc 7,58 48,00 64,50 58,55abc,* 5,78 52,25 66,25 
G5223 69,90bc 4,66 64,50 75,00 71,60bc 4,09 66,25 75,50 
G6328 43,00a 6,16 34,00 50,50 46,05a,* 6,28 36,25 53,50 
T475 47,00ab 23,06 22,50 78,00 49,20ab 21,85 24,00 77,75 
L437 46,10ab 10,01 31,00 58,00 49,40ab,* 9,84 32,75 58,25 

R3846 57,70abc 12,94 47,00 77,50 59,60abc 10,82 51,50 76,75 
R4052 76,60c 13,90 52,50 86,00 78,70c,* 12,73 56,75 88,25 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 75,60c 11,09 61,50 86,50 78,15c,* 10,01 65,25 88,25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.30: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del HOST
en función del verraco.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre animales. * Indica diferecias signi�cativas

(p<0,05) entre incubaciones.

Test de resistencia osmótica (ORT).

Los valores obtenidos con la realización de la prueba de Resistencia Osmótica (ORT) a los

diferentes eyaculados se muestran en la tabla 9.3 de los anexos.

Al igual que sucedía con el HOST, existe una sustancial variabilidad en la respuesta de los

eyaculados, si bien, en este caso es inferior a la observada en la prueba de endósmosis positiva.

Tras una incubación de 60 minutos a 37 ºC, el valor medio mínimo se recoge en el 2º eyaculado

del verraco G6328, con un porcentaje de un 69,0±4,2%, y el valor máximo se mantiene en un

94,0±0,7% en el material seminal empleado en la 1ª congelación del R5487.

Los valores calculados, al mantener las muestras durante una hora más a 37 ºC, disminuyen

signi�cativamente (p<0,01), como se re�eja en la tabla 4.31, quedando en un 65,3±1,8% el valor

mínimo y en un 89,5±2,1% el valor máximo, correspondiendo, respectivamente, al 2º eyaculado

del verraco G2552 y al 3º del R5487.

Este efecto tiene lugar en ambas razas por igual, si bien, a partir de esta prueba se podría

concluir, de la misma forma que sucedía en el HOST, que los eyaculados de la raza Landrace
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tienen una mayor calidad que los de la raza Large White, debido a que presentan valores medios

superiores (p<0,05) en ambas incubaciones (tabla 4.32).

Al proceder a realizar la comparación de los resultados obtenidos por los ocho animales

del experimento en ambas incubaciones, en todos ellos se observa el incremento mencionado

(p<0,05) al aumentar el tiempo de permanencia en el baño termostático. Por otra parte, en

las dos incubaciones también se aprecian diferencias (p<0,05) en la respuesta a la prueba en

función del verraco, observándose, después de 120 minutos a 37 ºC, una menor variabilidad en

la respuesta que tras 60 minutos (tabla 4.33).

 Media Desviación típica Mínimo Máximo 
ORT 60' (%) 85,34a 6,37 67,75 94,00 

ORT 120' (%) 81,86b 5,75 65,25 89,50 
 

Tabla 4.31: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del HOST.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).

ORT 60' (%) ORT 120' (%) 
 Media Desv. 

típ. Mínimo Máximo Media Desv. 
típ. Mínimo Máximo 

LW 83,49a 6,67 67,75 91,75 80,45a,* 6,25 65,25 88,50 RAZA 
 LD 87,19b 5,62 75,75 94,00 83,26b,* 4,97 72,75 89,50 

 

Tabla 4.32: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del ORT en
función de la raza.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre razas. * Indica diferencias signi�cativas

(p<0,05) entre incubaciones.

ORT 60' (%) ORT 120' (%)
 

Media Desv. típ. Mínimo Máximo Media Desv. 
típ. Mínimo Máximo

G2552 78,90ª 7,03 67,75 85,75 75,50a,* 6,65 65,25 81,75 
G5223 89,95c 1,24 88,50 91,75 86,55b,* ,96 85,25 87,75 
G6328 80,50ab 7,02 69,00 86,25 77,25a,* 5,24 69,75 82,75 
T475 84,60abc 4,48 79,75 90,25 82,50ab,* 4,20 78,75 88,50 
L437 80,15a 3,63 75,75 83,75 77,25a,* 3,82 72,75 82,00 

R3846 89,25bc 2,94 86,25 93,00 85,00b,* 2,16 82,50 88,00 
R4052 85,95abc 3,22 81,50 90,00 81,75ab,* 1,99 78,50 83,25 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 93,40c ,58 92,50 94,00 89,05b,* ,48 88,25 89,50 
 

Tabla 4.33: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del ORT en
función del verraco.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre animales. * Indica diferencias signi�cati-

vas (p<0,05) entre incubaciones.

4.2.2.2. Estudio de la correlación existente entre las distintas pruebas hiposmóticas

realizadas.

Las variaciones en el tiempo de incubación de las muestras a 37 ºC ha supuesto, en la ma-

yoría de los casos, una respuesta estadísticamente diferente en el HOST y en el ORT, si bien,
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después de efectuar en ambos la estimación de los coe�cientes de correlación existentes entre

los valores obtenidos en las distintas incubaciones (tabla 4.34), observamos que, tanto el test de

endósmosis celular como el test de resistencia osmótica, presentan altas correlaciones entre los

dos tiempos de incubación establecidos, con coe�cientes de un 0,981 y un 0,995, respectivamente.

  HOST 30' HOST 60' ORT 60' ORT 120'

Coef. Correl. 1 ,995 ,444 ,410HOST 30' Sig. (bilateral)  ,000 ,004 ,009 
Coef. Correl. ,995 1 ,440 ,401HOST 60' Sig. (bilateral) ,000  ,004 ,010 
Coef. Correl. ,444 ,440 1 ,981ORT 60' 

Sig. (bilateral) ,004 ,004  ,000 
Coef. Correl. ,410 ,401 ,981 1 ORT 120' Sig. (bilateral) ,009 ,010 ,000  

 

Tabla 4.34: Coe�cientes de correlación entre los valores obtenidos en las diferentes pruebas de estrés
osmótico (HOST y ORT).
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

Como la esencia de ambas pruebas es prácticamente la misma, ya que pretende estimar la

capacidad de adaptación de la membrana plasmática de los espermatozoides a un medio con

una presión osmótica muy por debajo de la intracelular, realizamos el cálculo del coe�ciente de

correlación entre los valores obtenidos en las dos pruebas del HOST y en las del ORT (tabla

4.34), para así establecer la relación existente entre ambas, y se aprecia que los coe�cientes de

correlación obtenidos no muestran grandes variaciones entre ellos, ya que todos se mantienen

entre el 0,401 y el 0,444. En las dos pruebas en las que las muestras permanecieron 60 minutos

en incubación y que, a priori, sería esperable que mostrasen la mayor correlación de las cuatro,

el coe�ciente es, sin embargo, de un 0,440.

4.2.2.3. In�uencia de la aptitud para la congelación de un eyaculado sobre la res-

puesta al estrés osmótico.

Al agrupar los resultados en función de los grupos establecidos según la aptitud para la con-

gelación de los diferentes eyaculados (�gura 4.6), se observa más o menos el mismo patrón, tanto

en el ORT como en el HOST: cuanto mejor sea la capacidad de congelación de un eyaculado,

mayor va a ser el valor obtenido en cada una de las pruebas de estrés osmótico. No obstante,

aunque la tendencia sea similar entre el HOST y el ORT, la distribución de los resultados no

lo es tanto; así, mientras en la prueba de Resistencia Osmótica, la variación mostrada entre los

citados grupos de calidad, aparte de ser estadísticamente signi�cativa entre todos ellos (p<0,05),

es bastante homogénea en las dos incubaciones, en los dos tiempos de incubación del HOST se

observa una diferencia notable (p<0,01) entre el grupo de Buenos Congeladores (BC) y los otros

dos, no apreciándose entre éstos últimos diferencias signi�cativas (p>0,05), si bien los valores

medios observados son más elevados para el grupo de Congeladores Medios (CM).
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CATEGORÍA CONGELACIÓN 
BUEN CONGELADOR CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR  
Media Desv. típica Media Desv. típica Media Desv. típica

HOST 30' (%) 77,71a 9,90 56,33b 17,31 51,80b 10,73 
HOST 60' (%) 79,86a,* 8,81 58,63b,* 16,43 54,88b,* 9,99 
ORT 60'  (%) 91,61a 3,51 85,78b 5,30 79,93c 5,95 

ORT 120' (%) 87,11a,* 3,39 82,46b,* 4,57 76,80c,* 5,82 
 

Figura 4.6: Valores medios obtenidos para las dos incubaciones empleadas en la realización del ORT y
el HOST en función de la aptitud para la congelación de los eyaculados.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos. * Indica diferencias signi�cativas

(p<0,05) entre tiempos de incubación.

En todos los grupos de calidad se incrementan (p<0,01), en el caso de la prueba de Endósmosis

Positiva, o se reducen (p<0,01), en el caso del Test de Resistencia Osmótica, los valores medios

al incrementar el tiempo durante el que las muestras permanecen a 37 ºC.

4.2.2.4. Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir de la respuesta

observada al estrés osmótico.

En la tabla 4.35 aparecen re�ejados los índices de correlación obtenidos entre los resultados

calculados tras la realización de las diferentes pruebas de estrés osmótico y el índice de congelabi-

lidad, así como entre dichos resultados y la resistencia al proceso de congelación/descongelación,

tanto del acrosoma como de la movilidad espermática (con y sin cafeína). En ella se observa que

todos, tanto en la prueba del HOST como en la del ORT, presentan correlaciones signi�cativas

(p<0,05) con el índice de congelabilidad y con el de resistencia del acrosoma, y únicamente en

el Test de Resistencia Osmótica, para ambas pruebas, dichas correlaciones se muestran también

con los índices de movilidad.

El modelo elegido, tras el análisis multivariante de regresión para la congelabilidad realizado

a partir de la respuesta mostrada por los diferentes eyaculados a las distintas pruebas osmóticas,

incluye sólo al ORT efectuado a los 60 minutos de incubación, ya que ésta era, con un 21,6%, la

variable que mayor proporción de la varianza del índice de congelabilidad explicaba. Las otras

tres variables introducidas (ORT 120', HOST 30' y HOST 60') son excluidas del modelo debido
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a problemas de signi�cación o colinealidad con la elegida (tabla 4.36).

La ecuación de regresión determinada a partir de los coe�cientes resultantes en dicho modelo

es la siguiente:

Congelabilidad = −17, 47 + 0, 941(ORT 60′)

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 
 MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,355 ,538 ,239 ,183 HOST 30' 
Sig. (bilateral) ,025 ,000 ,137 ,259 
Coef. Correl. ,353 ,552 ,247 ,191 HOST 60' Sig. (bilateral) ,025 ,000 ,125 ,239 
Coef. Correl. ,486 ,557 ,486 ,417ORT 60' Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,001 ,007 
Coef. Correl. ,484 ,523 ,456 ,412ORT 120' Sig. (bilateral) ,002 ,001 ,003 ,008 

 

Tabla 4.35: Coe�cientes de correlación entre los valores obtenidos en las diferentes pruebas de estrés
osmótico y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados   Modelo  

B Error típ. Beta t Sig. 
(Constante) -17,469 23,527  -,742 ,462 1 

ORT 60’ ,941 ,275 ,486 3,423 ,001 
n=40          r=0,486           r2=0,236           r2 correg.=0,216                Anova:     F=11,720        p<0,01 
 
 
 Tabla 4.36: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con las variables obtenidas

tras la realización de las pruebas de estrés osmótico.

4.2.3. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un estrés por

calor (termorresistencia).

4.2.3.1. Análisis de los resultados obtenidos.

Evolución de la integridad de la membrana plasmática a lo largo de la incubación a

39 ºC.

Los porcentajes medios relativos a la integridad de la membrana plasmática de los esperma-

tozoides obtenidos en los distintos tiempos de toma de muestras están recogidos en la �gura 4.7,

en la que queda re�ejado que, a medida que aumenta el tiempo de incubación, se produce una

disminución clara de la vitalidad espermática, aunque hasta las 3 horas de incubación (T3) no

se observan diferencias signi�cativas (p<0,05) con el valor inicial.

Considerando independientemente las dos razas empleadas en el estudio, se aprecia que ambas

se comportan de forma similar, sin diferencias (p>0,05) entre sus porcentajes medios, si bien, en

la raza Large White, hay una aparente mayor resistencia, ya que la disminución de la integridad

empieza a quedar patente a partir de las 4,5 horas de incubación (T4,5), mientras que en la raza
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Landrace ya se detecta a partir de la 3ª hora (�gura 4.8).
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 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo
% INTEGR. MEMB. INICIAL (T0) 40 87,06a 3,33 81,75 94,75 

% INTEGR. MEMB. TRAS 1,5h A 39ºC (T1,5) 40 86,53a 2,92 79,50 93,00 
% INTEGR. MEMB. TRAS 3h A 39ºC (T3) 40 85,74b 2,68 80,50 91,25 

% INTEGR. MEMB. TRAS 4,5h A 39ºC (T4,5) 40 84,50c 2,81 76,50 90,75 
% INTEGR. MEMB. TRAS 7h A 39ºC (T7) 40 81,96d 2,42 76,25 86,50 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.7: Promedios de integridad de la membrana plasmática en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).
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T0 T1,5 T3 T4,5 T7 
 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

LW 86,98a 3,12 86,65a 3,30 86,21a 2,49 84,93b 2,81 82,08c 2,43 RAZA 
LD 87,15a 3,60 86,40a 2,58 85,28b 2,84 84,08c 2,80 81,84d 2,46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.8: Porcentajes medios de integridad de la membrana plasmática, en función de la raza, en la
prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre tiempos y * las revelaría entre razas..
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Al analizar las medias obtenidas para cada animal (�gura 4.9) nos encontramos con que prác-

ticamente todos los verracos sufren por igual el efecto de la incubación a 39 ºC, en todos ellos se

producen descensos similares en los diferentes tiempos. La variabilidad existente entre ellos en el

momento inicial (p<0,05) sólo se vuelve a ver re�ejada a las tres horas de incubación (p<0,01),

no mostrando en el resto de los tiempos de toma de muestras diferencias signi�cativas en sus

valores medios.
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T0* T1,5 T3* T4,5 T7  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 84,90a 1,55 85,35a 2,25 84,55a 2,04 84,15a 1,63 80,45b 0,82 
G5223 88,10a 3,86 86,35a 5,96 85,60a 2,65 83,20bc 3,72 81,40c 3,60 
G6328 85,50a 2,43 86,70a 1,46 86,05a 0,76 86,15b 2,00 82,50c 1,93 
T475 89,40a 2,45 88,20a 1,92 88,65a 2,50 86,20b 2,96 83,95b 1,54 
L437 83,65ab 2,44 84,15a 2,20 82,40b 1,40 81,60ac 3,00 79,85c 2,15 

R3846 85,20a 0,93 85,20ab 1,08 84,15ab 2,40 84,25ab 2,05 82,50b 2,89 
R4052 89,30ab 2,31 87,65a 2,89 85,95ab 1,82 84,15b 2,30 82,10c 1,86 

VE
R

R
A

C
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R5487 90,45a 3,17 88,60a 1,04 88,60a 0,98 86,30a 2,21 82,90b 2,31 
Vit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.9: Porcentajes medios de integridad de la membrana plasmática, en función del verraco, en la
prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,01). La presencia de * revela diferencias

signi�cativas (p<0,05) entre verracos, para ese tiempo.

Evolución de la integridad del acrosoma a lo largo de la incubación a 39 ºC.

Al igual que sucede con la integridad de la membrana plasmática, la integridad de la vesícula

acrosómica también sufre, a lo largo de la incubación y desde un primer momento, una reducción

(p<0,05) en su porcentaje medio (�gura 4.10), pasando de un 97,3±1,7% a un 92,5±2,0%.

Ambas razas sufrieron de igual forma el efecto de la incubación sobre el acrosoma, presentando

medias similares (p>0,05) en todos los tiempos establecidos para la toma de valores, además de

reducciones parecidas entre cada uno de ellos (p<0,05), incluida la aparición de una meseta en

el descenso de la integridad entre la T1,5 y la T3 (�gura 4.11).
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 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo
% INTEGR. ACROSOMA INICIAL (T0) 40 97,30a 1,68 93,50 99,50 

% INTEGR. ACROSOMA TRAS 1,5h A 39ºC (T1,5) 40 95,49b 2,05 90,00 98,50 
% INTEGR. ACROSOMA TRAS 3h A 39ºC (T3) 40 95,03c 1,97 90,00 98,50 

% INTEGR. ACROSOMA TRAS 4,5h A 39ºC (T4,5) 40 93,99d 1,84 89,50 97,00 
% INTEGR. ACROSOMA TRAS 7h A 39ºC (T7) 40 92,45e 1,96 88,00 96,00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.10: Promedios de integridad del acrosoma en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,01).
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T0 T1,5 T3 T4,5 T7 
 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

LW 97,13a 1,58 95,38bc 2,17 94,85c 1,99 93,98d 2,00 92,30e 2,09 RAZA 
LD 97,48a 1,80 95,60bc 1,98 95,20c 1,98 94,00d 1,71 92,60e 1,86 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.11: Porcentajes medios de integridad del acrosoma, en función de la raza, en la prueba de la
termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,05) y * las revelaría entre razas.

Si nos �jamos en los valores medios obtenidos por cada animal (�gura 4.12), comprobamos

que la integridad del acrosoma tambien va disminuyendo a medida que transcurre el tiempo de

incubación en todos ellos. La variabilidad inicial (p<0,05) mostrada en el eyaculado desaparece
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en los primeros momentos de la incubación, no volviendo a aparecer diferencias (p>0,05) entre

los valores medios de los verracos en ningún otro tiempo.
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T0 T1,5 T3 T4,5 T7  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 96,60a 1,82 95,30b 1,15 95,00ab 0,71 94,00abc 1,66 92,30c 1,44 
G5223 98,50a 0,71 95,80ab 2,82 94,40bc 2,82 94,00c 1,97 92,10c 3,34 
G6328 96,30a 1,79 95,10a 1,85 94,90a 1,08 93,80ab 2,64 92,30b 1,68 
T475 97,10a 1,14 95,30a 3,05 95,10a 2,97 94,10b 2,33 92,50c 2,12 
L437 96,20a 1,92 94,20a 2,05 94,20a 1,86 93,00a 1,87 92,50a 2,67 

R3846 96,30a 1,79 94,70ab 2,08 93,70b 1,25 93,00b 0,71 92,20b 2,17 
R4052 98,70a 0,57 96,40b 1,43 96,40bc 1,43 95,10d 1,64 93,40e 1,19 
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R5487 98,70a 0,84 97,10b 0,96 96,50bc 1,90 94,90d 1,47 92,30e 1,44 
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Figura 4.12: Porcentajes medios de integridad del acrosoma, en función del verraco, en la prueba de la
termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revelaría diferencias

signi�cativas (p<0,05) entre verracos, para ese tiempo.

Evolución de la integridad del porcentaje de movilidad espermática a lo largo de la

incubación a 39 ºC.

Muestras con incubación posterior al estrés por calor en diluyente comercial sin

cafeína.

De manera análoga a lo ocurrido con los otros dos parámetros analizados, el porcentaje de

movilidad sufre un claro descenso (p<0,05) a lo largo de la incubación, que en el caso de este

parámetro se produce de forma brusca (p<0.001) entre el T4,5 y el T7, pasando de una media

de un 81,4±10,8% a un 46,0±15,2% (�gura 4.13).

Esta caída en el porcentaje de movilidad se detecta también en cada raza por separado, si

bien, en la Large White se produce de forma más progresiva, puesto que a las 4,5 horas de in-

cubación ya presenta un descenso claro, con valores medios de un 75,6±11,8%. Es en esta toma

en la única en la que se aprecian diferencias signi�cativas (p<0,05) entre ambas razas, ya que la

Landrace mantiene el porcentaje de movilidad en un 87,2±5,6%, para posteriormente caer, una
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vez transcurridas las 7 horas de incubación, a poco más del 48% (�gura 4.14).
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SIN CAFEÍNA CON CAFEÍNA  

n 
Media Desv. típ. Mínimo Máximo Media Desv. típ. Mínimo Máximo

T0 40 91,33a 3,75 81,76 97,66 91,90a 4,81 76,92 98,35 
T1,5 40 90,84a 4,87 81,58 98,06 92,25a 4,05 79,71 99,36 
T3 40 88,14b 5,46 74,19 96,21 90,66ab,* 5,30 71,33 98,14 

T4,5 40 81,41c 10,85 50,41 96,28 89,36b,* 6,23 71,68 99,64 
T7 40 45,96d 15,19 16,67 85,64 84,30c,* 10,68 39,00 96,00 

 

Figura 4.13: Porcentajes medios de movilidad en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,01).La presencia de * revela diferencias signi-

�cativas (p<0,05) entre muestras con y sin cafeína.
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T0 T1,5 T3 T4,5 T7 
 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

LW 90,59a 3,49 90,32ab 4,48 87,65b 5,03 75,62c 11,81 43,24d 15,88 RAZA 
LD 92,08a 3,93 91,36ab 5,29 88,63bc 5,95 87,19c,* 5,62 48,69d 14,34 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.14: Porcentajes de movilidad, en función de la raza, en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revela diferencias

signi�cativas entre razas (p<0,05).
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Considerando los valores de cada verraco en particular, al igual que sucede con los otros dos

parámetros analizados hasta ahora, su comportamiento es similar a lo largo de la prueba, sin

diferencias signi�cativas (p>0,05) para los distintos tiempos de incubación en el porcentaje de

movilidad entre ellos, salvo en el T4,5, en el que dicho porcentaje para el verraco G6328 cae

bastante más que en el resto, hasta un 61,6±11,6% (�gura 4.15).
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T0* T1,5 T3 T4,5* T7  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 85,48a 2,32 89,26ab 4,13 86,83abc 4,84 78,23c 5,79 40,58d 9,20 
G5223 92,08a 1,49 92,11a 2,71 88,98a 5,25 79,20b 11,75 38,36c 12,82 
G6328 91,36a 1,78 89,60a 5,13 86,99a 7,55 61,66b 11,56 51,27b 15,24 
T475 93,43a 0,97 90,29ab 6,21 87,79bc 2,93 83,40c 3,62 42,79d 24,47 
L437 93,66ab 3,08 95,38a 2,28 92,08ab 3,11 88,72b 3,56 42,37c 9,88 

R3846 91,66a 4,87 90,05a 5,55 86,83a 8,60 83,81a 8,98 40,15b 6,36 
R4052 92,08a 3,70 90,77ab 6,61 83,74b 3,34 87,98b 2,93 49,16c 11,45 

VE
R

R
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C
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R5487 90,94a 4,62 89,24ab 5,00 91,87a 3,34 88,26a 5,37 63,08b 17,52 
mOT 

Figura 4.15: Porcentajes de movilidad, en función del verraco, en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revela diferencias

signi�cativas (p<0,05) entre verracos, para ese tiempo.

Muestras con incubación posterior al estrés por calor en diluyente comercial su-

plementado con cafeína a una concentración de 1 mM.

Al hacer el análisis de datos en las muestras incubadas en el diluyente con el estimulante de

la movilidad, lo primero que se observa es que a partir de las tres horas de incubación a 39 ºC el

porcentaje de espermatozoides móviles era superior (p<0,05) con respecto a los valores obtenidos

en las muestras sin cafeína.

En la �gura 4.13, que re�eja los porcentajes medios para cada uno de los tiempos de incu-

bación en los que se analizan las muestras, puede apreciarse cómo el descenso no es tan brusco

como en el caso de las muestras sin cafeína, ni durante las primeras 4,5 horas, donde no se
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producen diferencias signi�cativas con el valor inicial hasta este momento, ni mucho menos se

observa aquella caída tan brusca en el porcentaje de movilidad una vez transcurridas 7 horas,

manteniéndose, en este caso, con valores medios de un 84,3±10,7%.

Es en este último tiempo de toma de muestras (T7) donde podemos apreciar alguna variación

en el comportamiento entre razas, ya que aunque no presentan diferencias signi�cativas (p>0,05)

entre ellas en sus valores medios, la raza Landrace va sufriendo una reducción paulatina de los

mismos, mientras que en la raza Large White este descenso resulta ser mucho más acentuado

entre las 4,5 y las 7 horas de incubación (�gura 4.16).
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T0 T1,5 T3 T4,5 T7 
 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

LW 91,79a 5,08 92,23a 3,66 90,36a 5,92 89,53a 6,15 81,60b 13,30 RAZA 
LD 92,04a 4,65 92,27a 4,50 90,96a 4,73 89,19ab 6,46 87,01b,* 6,45 

Figura 4.16: Porcentajes medios de movilidad (tras incubación con cafeína), en función de la raza, en
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,05). La presencia de * revela diferencias

signi�cativas entre razas (p<0,05).

La �gura 4.17 revela que el porcentaje de movilidad más o menos se mantiene para todos los

animales, tanto a lo largo de la incubación, donde la mayoría presenta valores similares (p>0,05)

a los iniciales, como dentro de cada uno de los tiempos, en los que no aparecen diferencias

signi�cativas entre los porcentajes medios de cada verraco, a excepción del T7, en el que el valor

medio para el verraco G5223 experimenta un descenso brusco.
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T0 T1,5 T3 T4,5 T7*  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 88,98a 4,42 93,57a 3,43 91,53a 2,59 89,46a 7,79 83,32a 8,41 
G5223 91,53a 8,18 92,13a 5,36 84,97a 9,68 87,92a 9,36 66,66b               17,95 
G6328 90,98a 2,07 91,58a 1,26 91,19a 2,94 89,15a 2,35 86,59a 3,92 
T475 95,67a 1,48 91,64a 4,28 93,76a 1,98 91,59a 4,16 89,81a 5,88 
L437 89,27a 3,79 91,76a 3,19 92,67a 3,19 90,96a 6,24 85,81a 5,80 

R3846 90,92a 6,53 91,97a 4,71 88,22a 4,66 92,64a 2,46 88,32a 4,95 
R4052 93,63ab 3,35 94,27a 1,72 93,53a 2,25 88,04a 6,95 90,93b 2,77 
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Figura 4.17: Porcentajes medios de movilidad (tras incubación con cafeína), en función del verraco, en
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre tiempos. La presencia de * revela diferencias

signi�cativas (p<0,05) entre verracos para ese tiempo.

4.2.3.2. In�uencia de la aptitud para la congelación de un eyaculado sobre la res-

puesta al estrés por calor.

En la �gura 4.18, que muestra los porcentajes medios de espermatozoides que presentan in-

tegridad en su membrana plasmática para las tres categorías establecidas, podemos apreciar que

los tres grupos se comportan de manera similar a lo largo de la incubación, produciéndose un

descenso en sus valores (p<0,05) a medida que el tiempo discurre.

El grupo que engloba aquellos eyaculados con un buena respuesta a la criopreservación (BC)

obtiene valores más altos que las otras dos categorías en todos los puntos de toma de muestras,

aunque sin diferencias signi�cativas (p>0,05) con el grupo de Congeladores Medios (CM) en toda

la prueba. En el lado opuesto nos encontramos al grupo de Malos Congeladores (MC), que en

todo momento presenta los porcentajes medios más bajos de integridad de membrana, y además,

muestra diferencias signi�cativas (p<0,05) con los del grupo BC durante toda la prueba y con el

grupo CM en el T7.
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% INTEGRIDAD MEMBRANA 89,82a 3,09 87,38ab 3,06 84,40b 2,17 
% INTEGR. MEMB. TRAS 1,5h A 39ºC 89,18a 1,30 86,61ab 2,94 84,48b 2,15 
% INTEGR. MEMB. TRAS 3h A 39ºC 88,18a 1,08 86,07ab 2,52 83,30b 1,80 

% INTEGR. MEMB. TRAS 4,5h A 39ºC 85,82a 2,19 85,01ab 2,64 82,40b 2,65 
% INTEGR. MEMB. TRAS 7h A 39ºC 82,96a 1,92 82,52a 2,41 79,95b 1,61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.18: Promedios de integridad de la membrana plasmática, en función del grupo de calidad, en
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.

Al analizar los resultados obtenidos en las correspondientes valoraciones del estado del acro-

soma, las medias obtenidas para cada grupo de calidad se re�ejan en la �gura 4.19, en la que, al

igual que sucede con los porcentajes referidos a la integridad de membrana, podemos observar

cómo se produce un descenso a lo largo de la incubación. Durante las 3 primeras horas, sólo

se muestran diferencias estadísticamente signi�cativas (p<0,05) entre los grupos BC y MC, a

los que pertenecen, respectivamente, los porcentajes más altos y más bajos de integridad de la

vesícula acrosómica. A partir del T4,5 se produce en el grupo BC un descenso más acusado que

en los otros dos grupos, haciendo desaparecer esa diferencia que existía entre ellos.

En cuanto al porcentaje de movilidad, tanto en aquellas muestras con cafeína como en aquellas

otras sin el citado estimulante, los tres grupos de calidad establecidos muestran valores similares

(p>0,05) en todos los puntos de toma de muestras (�guras 4.20 y 4.21).

Del mismo modo, todos ellos responden de forma similar en la evolución de este porcentaje

a lo largo de la incubación, observándose, en las muestras sin cafeína, que la respuesta mostrada

durante las primeras cuatro horas y media, más o menos se mantuvo, para después en el T7

re�ejar la reducción brusca en los valores que se ha mencionado con anterioridad, llegando a caer

en el grupo MC hasta un 41,8±8,9%.
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Figura 4.19: Promedios de integridad del acrosoma, en función del grupo de calidad, en la prueba de
la termorresistencia. Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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Figura 4.20: Promedios de movilidad, en función del grupo de calidad, en la prueba de la termorre-
sistencia. Distintos superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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% MOVILIDAD TRAS 1,5 H A 39ºC (CAF) 92,13 6,24 91,98 3,71 92,96 3,27 
% MOVILIDAD TRAS 3 H A 39ºC (CAF) 91,03 6,14 90,48 5,29 90,81 5,27 

% MOVILIDAD TRAS 4,5 H A 39ºC (CAF) 86,63 7,15 90,11 6,11 89,54 5,95 
% MOVILIDAD TRAS 7 H A 39ºC (CAF) 85,93 9,17 84,08 12,19 83,69 8,48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.21: Porcentajes medios de movilidad (tras incubación con cafeína), en función del grupo de
calidad, en la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelarían diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.

En cambio, en aquellas muestras con cafeína, el descenso en el porcentaje de espermatozoides

móviles a lo largo de la incubación se produce de un modo más progresivo y leve, de tal forma que

la diferencia de valores entre todos los tiempos analizados es inferior a un 10%, correspondiendo

el valor medio máximo al grupo BC en el T0, con un 93,5±3,3% y el valor mínimo al grupo MC

tras 7 horas a 39 ºC, con una media de un 83,7±8,7%.

4.2.3.3. Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los resul-

tados obtenidos tras la realización de un estrés por calor.

En las tablas 4.37, 4.38, 4.39 y 4.40 se muestran los índices de correlación calculados entre

los resultados obtenidos, para los cuatro parámetros analizados tras la realización de la prue-

ba de termorresistencia y el índice de congelabilidad, y entre esos resultados y la resistencia a

la criopreservación de la movilidad espermática y la del acrosoma. En ellas se observa que no

aparecen muchas correlaciones estadísticamente signi�cativas entre los diferentes parámetros, si

bien, cabe destacar el porcentaje de integridad de membrana, que es el único que muestra estas

correlaciones con el índice de congelabilidad en todos los tiempos de recogida de datos.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 
 MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,526 ,573 ,224 ,256 % INTEGR. MEMB. 
PLASMÁTICA  T1,5 Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,165 ,110 

Coef. Correl. ,317 ,358 ,126 ,109 % ACROSOMA 
PLASMÁTICA  T1,5 Sig. (bilateral) ,046 ,023 ,440 ,504 

Coef. Correl. -,135 -,028 -,134 -,271 % MOVILIDAD T1,5 Sig. (bilateral) ,405 ,865 ,410 ,091 
Coef. Correl. -,034 -,153 ,158 ,089 % MOVILIDAD T1,5 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,837 ,346 ,330 ,584 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.37: Coe�cientes de correlación entre los valores obtenidos en los cuatro parámetros analizados
en el T1,5 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 
 MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,547 ,534 ,355 ,365% INTEGR. MEMB. 
PLASMÁTICA  T3 Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,025 ,020 

Coef. Correl. ,273 ,306 ,201 ,144 % ACROSOMA 
PLASMÁTICA  T3 Sig. (bilateral) ,088 ,055 ,213 ,376 

Coef. Correl. -,116 ,033 ,012 -,054 % MOVILIDAD T3 Sig. (bilateral) ,477 ,842 ,941 ,740 
Coef. Correl. -,069 -,084 ,306 ,100 % MOVILIDAD T3 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,671 ,606 ,055 ,538 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.38: Coe�cientes de correlación entre los valores obtenidos en los cuatro parámetros analizados
en el T3 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 
 MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,350 ,272 ,242 ,302 % INTEGR. MEMB. 
PLASMÁTICA  T4,5 Sig. (bilateral) ,027 ,089 ,133 ,058 

Coef. Correl. ,239 ,216 ,202 ,163 % ACROSOMA 
PLASMÁTICA  T4,5 Sig. (bilateral) ,137 ,181 ,212 ,314 

Coef. Correl. -,118 ,137 ,178 ,127 % MOVILIDAD T4,5 Sig. (bilateral) ,470 ,398 ,271 ,435 
Coef. Correl. -,214 -,157 ,143 -,093 % MOVILIDAD T4,5 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,185 ,334 ,378 ,568 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.39: Coe�cientes de correlación entre los valores obtenidos en los cuatro parámetros analizados
en el T4,5 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).
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RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 
 MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,385 ,301 ,259 ,368% INTEGR. MEMB. 
PLASMÁTICA  T7 Sig. (bilateral) ,014 ,059 ,107 ,019 

Coef. Correl. ,018 ,015 ,109 ,093 % ACROSOMA 
PLASMÁTICA  T7 Sig. (bilateral) ,913 ,925 ,504 ,567 

Coef. Correl. ,169 ,267 ,482 ,314% MOVILIDAD T7 Sig. (bilateral) ,296 ,095 ,002 ,048 
Coef. Correl. ,102 ,051 ,413 ,302 % MOVILIDAD T7 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,531 ,754 ,008 ,059 
 

Tabla 4.40: Coe�cientes de correlación entre los valores obtenidos en los cuatro parámetros analizados
en el T7 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

Posteriormente, realizamos el análisis multivariante de regresión para la congelabilidad de un

eyaculado, utilizando los valores obtenidos en cada uno de los tiempos de toma de muestras. Los

resultados se muestran en las tablas 4.41, 4.42, 4.43 y 4.44, en las que podemos destacar que sólo

se incorpora al modelo una de las cuatro variables introducidas inicialmente, y coincide que en

los cuatro modelos creados, uno para cada tiempo de incubación, la variable más representativa

fue el porcentaje de integridad de la membrana plasmática.

El porcentaje de la varianza del índice �congelabilidad� que es explicado por el modelo creado

es más elevado en los dos primeros tiempos de incubación (T1,5 y T3), con valores de un 25,8

y un 28,1%, respectivamente. Los modelos calculados para el T4,5 y el T7 resultan ser menos

relevantes en cuanto a su relación con la congelabilidad, como se re�eja en sus porcentajes, de

un 9,9 y un 12,6%, respectivamente.

Las ecuaciones de regresión generadas a partir de los citados modelos son las siguientes:

T1,5: Congelabilidad = −129, 549 + 2, 224( %Integ.MembT1, 5)

T3: Congelabilidad = −153, 596 + 2, 524( %Integ.MembT3)

T4,5: Congelabilidad = −67, 155 + 1, 539( %Integ.MembT4, 5)

T7: Congelabilidad = −98, 156 + 1, 965( %Integ.MembT7)

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) -129,549 50,437  -2,569 ,014
1 % INTEGR. MEMB. 

tras 1,5h a 39ºC 2,224 ,583 ,526 3,817 ,000

n=40           r=0,526            r2=0,277         r2 correg.=0,258               Anova:     F=14,569          p<0,001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.41: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T1,5.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) -153,596 53,705  -2,860 ,007
1 % INTEGR. MEMB. 

tras 3h a 39ºC 2,524 ,626 ,547 4,032 ,000

n=40           r=0,547           r2=0,300         r2 correg.=0,281                Anova:     F=16,260          p<0,001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.42: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T3.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) -67,155 56,560  -1,187 ,242
1 % INTEGR. MEMB. tras 

4,5h a 39ºC 1,539 ,669 ,350 2,300 ,027

n=40           r=0,350           r2=0,122          r2 correg.=0,099               Anova:     F=5,290              p<0,05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.43: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T4,5.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) -98,156 62,669  -1,566 ,126
1 % INTEGR. MEMB. 

tras 7h a 39ºC 1,965 ,764 ,385 2,570 ,014

n=40           r=0,385           r2=0,148         r2 correg.=0,126                Anova:     F=6,607              p<0,05 
 

Tabla 4.44: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados en el T7.

4.2.4. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un choque a

frigore.

4.2.4.1. Análisis de los resultados obtenidos.

La �nalidad de esta prueba consiste en determinar la resistencia de los eyaculados al choque

a frigore en cada uno de los tiempos de incubación en los que se realizan los diferentes choques;

para ello, únicamente se van a presentar los valores representativos de dicha resistencia, cuyo

cálculo se realiza de forma similar a la empleada para la determinación de la resistencia a la

criopreservación en las muestras descongeladas, en la que se partía de los valores obtenidos en el

análisis del semen fresco.

Resistencia de la membrana plasmática a un choque a frigore.

El comportamiento de la membrana plasmática durante el choque a frigore se re�eja en las

siguientes �guras, donde se recogen los valores medios obtenidos en cada uno de los tiempos

de incubación en los que se realiza la prueba. Así, se observa que a medida que transcurre el
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4. Resultados

tiempo de incubación a 20 ºC, la membrana de los espermatozoides se va haciendo más resis-

tente (p<0,01) al descenso brusco de temperatura, pasando de un 3,1±2,7% de espermatozoides

con la membrana íntegra tras el primer choque a un 26,5± 14,7% trasnscurridas cinco horas de

incubación (�gura 4.22).
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 n  Media Desv. típ. Mínimo Máximo 
S0 40   3,09a 2,73 ,30 13,18 
S1 40   11,58b 8,20 3,21 34,44 
S2 40   17,65c 11,37 4,49 51,67 
S3 40   22,06d 12,61 5,81 51,67 
S5 40   26,53e 14,66 3,61 59,72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.22: Resistencia de la membrana a la prueba del choque a frigore (%).

Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,01).

Al agrupar los valores en función de la raza de los animales empleados en el experimento

(�gura 4.23), nos encontramos con el mismo patrón observado anteriormente, con una tendencia

similar en ambas razas, sin que se aprecien diferencias de resistencia entre ellas, salvo en los dos

primeros choques realizados (p<0,05).

Al analizar las medias obtenidas para cada animal en particular, nos encontramos con una

mayor variabilidad en la respuesta, puesto que si bien la mayoría mani�esta un aumento en la

resistencia de la membrana plasmática (p<0,05) entre los dos primeros choques realizados, ya

a partir de la primera hora de incubación hay ciertos verracos, como el L437 o el G2552, en

los que el aumento de los valores registrados no tiene una signi�cación estadística y, en cambio,

hay otros, como el G6328 o el R5487, que siguen presentando en el S5 incrementos signi�cativos

(p<0,05) con la valoración predecesora. En cada uno de los cinco choques realizados se ponen de

mani�esto diferencias (p<0,05) entre los distintos animales (�gura 4.24).
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.
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típ. Media Desv. 
típ. 

LW 2,08a 1,09 8,96b 5,06 15,30c 7,50 19,35d 9,90 23,64e 10,78 RAZA 
LD 4,11a,* 3,45 14,20b,* 9,89 19,99c 14,05 24,76d 14,59 29,41e 17,52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.23: Resistencia de la membrana a la prueba del choque a frigore, en función de la raza (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre tiempos (p<0,05). * revela diferencias signi�cativas entre

razas (p<0,05).
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S0* S1* S2* S3* S5*  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 1,26a ,60 5,60b 1,62 6,50b 2,40 7,36b 1,08 9,41b 4,31 
G5223 3,38a ,51 12,52a 7,82 19,83b 9,26 24,14cd 10,38 27,83d 10,04 
G6328 1,22a ,36 7,95b 3,41 16,61c 4,39 21,55c 8,23 31,05d 7,61 
T475 2,44a ,91 9,77b 3,75 18,28c 4,52 24,36d 6,57 26,30d 4,71 
L437 1,78a ,91 5,27b 1,36 6,16b ,25 7,62b 1,76 8,27b 1,97 

R3846 3,91a 1,58 17,38b 2,93 24,19b 8,12 28,76c 4,11 32,33c 7,06 
R4052 2,07a ,76 6,83b 2,34 12,02c 1,88 17,96d 2,51 24,24d 7,57 

VE
R

R
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C
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R5487 8,71a 3,77 27,31b 7,32 37,61c 11,81 44,70c 6,53 52,82d 7,74 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.24: Resistencia de la membrana a la prueba del choque a frigore, en función del verraco (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre choques. * revela diferencias signi�cativas entre

verracos para ese choque (p<0,05).
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Resistencia del acrosoma a un choque a frigore.

En las siguientes �guras se muestran las medias obtenidas para la integridad del acrosoma

tras la realización de la prueba en los cinco tiempos establecidos. La respuesta de la vesícula

acrosómica es similar a la encontrada con la membrana plasmática de los espermatozoides, ya

que se incrementa (p<0,01) el porcentaje de integridad tras cada uno de los choques, a medida

que va transcurriendo el tiempo de incubación de las muestras seminales a 20 ºC, pasando de

valores medios de un 3,97±3,4% a un 39,1±18,0% (�gura 4.25).
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 n Media Desv. típ. Mínimo Máximo 
S0 40 3,97a 3,35 ,00 13,20 
S1 40 13,35b 7,37 ,00 30,15 
S2 40 22,77c 13,79 3,08 66,33 
S3 40 31,49d 16,28 6,28 75,38 
S5 40 39,06e 18,04 8,38 85,93 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.25: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,01).

Ambas razas se comportan de forma similar entre ellas (�gura 4.26), únicamente muestra

valores superiores (p<0,05) la Landrace tras el primer choque a frigore realizado. A lo largo

de la incubación, tanto la Large White como la Landrace muestran incrementos (p<0,01) en la

resistencia al choque similares a los comentados para las medias generales.

Si nos �jamos en los valores medios obtenidos por cada animal (�gura 4.27), se observa que

en todos ellos la resistencia del acrosoma va incrementándose (p<0,05) a medida que transcurre

el tiempo de incubación, si bien esta respuesta no se produce en todos los verracos con la misma

intensidad en cada punto de toma de valores (p<0,05), siendo el R5487 el que mejor respuesta

ofrece y el L437 el que presenta los valores más bajos.
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LW 2,76a 1,96 13,33b 4,27 21,98c 5,75 29,36d 7,14 37,78e 6,77 RAZA 
LD 5,19a,* 4,01 13,37b 9,65 23,56c 18,87 33,61d 21,99 40,34e 24,88 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.26: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore, en función de la raza (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre choques (p<0,05). * revela diferencias signi�cativas entre

razas (p<0,05).
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S0* S1* S2* S3* S5*  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 1,99a 1,762 13,91b 3,333 19,10c 4,725 23,02d 4,781 30,99e 3,008 
G5223 2,84a 1,950 17,26b 2,976 25,69c 3,118 31,16d 4,168 39,17e 6,045 
G6328 3,32a 2,505 8,30b 1,882 16,96c 2,487 27,38d 5,366 37,88e 5,754 
T475 2,88a 1,968 13,83b 3,403 26,18c 6,131 35,88d 7,815 43,07e 6,632 
L437 0,21a ,283 1,54b 1,337 3,73c ,873 7,47d 1,274 10,39e 1,896 

R3846 5,07a 2,117 14,34b 1,466 24,01c 4,107 37,98d 2,329 46,26e 3,999 
R4052 4,97a ,922 10,23b 1,251 16,11c 2,758 24,83d 4,005 30,71e 4,864 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 10,53a 2,072 27,34b 2,166 50,37c 14,398 64,17d 11,478 73,98e 14,205 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.27: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore, en función del verraco (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre choques (p<0,05). * revela diferencias signi�cativas entre

verracos para ese choque (p<0,05).
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Resistencia de la movilidad espermática al choque a frigore.

Muestras con incubación posterior al choque a frigore en diluyente comercial

normal.

Los porcentajes de espermatozoides móviles tras la realización de los diferentes choques quedan

re�ejados en las correspondientes �guras. En la �gura 4.28 podemos comprobar cómo también se

produce un incremento (p<0,05) en los valores a medida que transcurre el tiempo de incubación,

partiendo de un porcentaje medio inicial de un 6,2±5,5% y terminando, tras la quinta hora de

incubación, con un 40,0± 18,6% de espermatozoides móviles tras la bajada brusca de tempera-

tura. No obstante, este incremento parece atenuarse en los últimos tiempos de incubación, tanto

para la integridad de la membrana plasmática como para la del acrosoma, hecho que podemos

comprobar al tomar como referencia las medias calculadas por raza, donde no resulta signi�cativo

(p>0,05) para la raza Large White entre el S3 y el S5, ni para la Landrace en los últimos tres

choques realizados (�gura 4.29).
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RESISTENCIA DE LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA AL CHOQUE A FRIGORE (%) 
SIN CAFEÍNA CON CAFEÍNA  

n 
Media Desv. típ. Mínimo Máximo Media Desv. típ. Mínimo Máximo

S0 40 6,18a 5,50 ,51 26,92 8,91a,* 8,40 ,84 39,34 
S1 40 23,63b 18,06 1,84 66,65 27,09b,* 20,67 3,98 72,67 
S2 40 32,74c 21,55 4,07 77,78 35,99c 22,39 5,19 86,49 
S3 40 37,35d 20,26 5,13 76,28 41,91d,* 21,63 5,96 85,29 
S5 40 39,98e 18,56 7,76 76,80 43,32d,* 19,54 8,61 84,40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.28: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre choques (p<0,01). * revela diferencias signi�cativas (p<0,05)

entre muestras con y sin cafeína.

En cada tiempo de incubación ambas razas se comportan de una forma similar, sin diferencias

signi�cativas (p>0,05) entre los resultados obtenidos. En cambio, entre los distintos verracos

empleados, una vez más, se muestran diferencias en la respuesta en cada uno de los tiempos

(p<0,05), siendo nuevamente el R5487 el que mejor mantiene el porcentaje de movilidad tras el

choque a frigore y el L437 y el G2552 los que peor se comportan (�gura 4.30).
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.
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S0 S1 S2 S3 S5 
 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

LW 4,49a 3,23 18,18b 11,55 26,23c 14,56 35,59d 19,01 37,64d 17,94 RAZA 
LD 7,87a 6,76 29,08b 21,76 39,25c 25,54 39,10c 21,78 42,33c 19,33 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.29: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore, en función de la raza (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre choques (p<0,05). * revelaría diferencias signi�cativas

(p<0,05) entre razas dentro de cada choque.
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S0* S1* S2* S3* S5*  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552 2,92a 1,82 6,43a 4,73 10,47b 3,86 12,24b 5,70 14,87b 5,67 
G5223 7,54a 4,66 21,73b 13,09 31,66c 15,99 41,35c 16,00 43,38c 9,63 
G6328 2,00a ,52 23,33b 11,06 35,34b 14,89 54,35cd 15,66 55,95d 12,38 
T475 5,51a ,77 21,23b 9,17 27,46b 7,87 34,43b 4,23 36,37b 11,85 
L437 3,11a ,92 6,13b 1,99 10,11b 2,84 11,57b 3,36 15,76b 5,38 

R3846 8,02a 2,06 45,09b 6,47 48,41b 18,80 46,56b 9,42 50,17b 9,71 
R4052 3,92a ,89 12,27b 3,62 27,70c 11,75 33,84cd 14,38 39,85d 6,88 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 16,44a 8,45 52,86b 12,30 70,79b 4,82 64,45b 9,61 63,52b 8,74 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.30: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore, en función del verraco (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre choques. * revela diferencias signi�cativas (p<0,05)

entre verracos para ese choque.

166



4. Resultados

Muestras con incubación posterior al choque a frigore en diluyente comercial

suplementado con cafeína a una concentración de 1 mM.

Las muestras incubadas en el diluyente con el estimulante de la movilidad presentan una res-

puesta muy parecida a la que se produce en aquellos no estimulados. Así, en el cómputo general

(�gura 4.28) se pasa de medias iniciales de un 8,9±8,4% a un 43,3±19,5% tras el último choque,

mostrando una atenuación en el incremento de la resistencia al �nal de la incubación, donde no

se observan diferencias signi�cativas entre el 41,9% del S3 y el 43,3% del S5.

Este mismo patrón nos lo encontramos en ambas razas (�gura 4.31), donde se produce un au-

mento de la resistencia en cada uno de los choques (p<0,05), con la excepción de los dos últimos.

Una vez más, no se observan diferencias signi�cativas (p>0,05) entre las dos razas analizadas

tras la realización de los diferentes choques.
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S0 S1 S2 S3 S5 
 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

LW 6,34a 5,49 20,25b 14,78 29,47c 16,84 38,75d 17,63 39,60d 18,52 RAZA 
LD 11,49a 10,03 33,94b 23,66 42,51c 25,61 45,06d 25,08 47,04d 20,29 

 

Figura 4.31: Resistencia de la movilidad (tras incubación con cafeína) a la prueba del choque a frigore,
en función de la raza (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre choques (p<0,05). * revelaría diferencias signi�cativas

(p<0,05) entre razas para ese choque.

Si nos �jamos en la �gura 4.32, podemos apreciar cómo la proporción relativa de esperma-

tozoides móviles para cada uno de los verracos va incrementándose con el tiempo, pero sin que

aparezcan diferencias signi�cativas (p>0,05) a partir de la hora de incubación en la mayoría de

ellos, siendo cuando éstas surgen, mucho más tenues que en las valoraciones realizadas sin cafeína.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.
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S0* S1* S2* S3* S5*  
Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

G2552   2,99a 1,22 9,37a 6,60 10,63bc 3,49 16,54bc 8,86 19,42c 10,27 
G5223 12,26a 8,07 27,32ab 23,00 37,98b 16,99 48,05b 12,10 41,98b 8,74 
G6328 2,96a ,62 21,48b 13,06 39,32c 14,61 53,23d 15,33 60,06d 19,26 
T475 7,16a 1,84 22,83b 8,62 29,98b 13,32 37,21b 5,14 36,96b 5,23 
L437 4,50a 1,59 10,91b 2,36 9,81b 1,80 14,46b 3,38 19,91b 8,78 

R3846 12,18a 3,04 50,98b 9,03 54,68b 13,18 50,43b 16,13 47,90b 8,23 
R4052 5,79a 2,63 13,97b 4,26 33,75c 9,31 39,01cd 12,41 48,71d 7,19 

VE
R

R
A

C
O

 

R5487 23,48a 13,31 59,89b 13,63 71,81b 12,69 76,32b 9,36 71,65b 8,84 
 

Figura 4.32: Resistencia de la movilidad (tras incubación con cafeína) a la prueba del choque a frigore,
en función del verraco (%).Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas entre choques (p<0,05). * revela

diferencias signi�cativas entre verracos en el choque en que aparece.

4.2.4.2. In�uencia de la aptitud para la congelación de un eyaculado sobre la res-

puesta al choque a frigore.

Los porcentajes medios de resistencia de la membrana plasmática para las tres categorías

establecidas en función de la aptitud para la congelación de los eyaculados se muestran en la

�gura 4.33, donde se aprecia un incremento similar en la evolución de todas ellas a lo largo de la

incubación a 20 ºC, si bien éste no ocurre con la misma intensidad.

En un principio, tras el S0, sólo el valor medio correspondiente al grupo BC di�ere signi�ca-

tivamente (p<0,05) de las otras dos categorías; lo mismo ocurre después del S1, con la salvedad

de que las diferencias calculadas entre los valores observados en las tres categorías son más altas.

A partir de este punto, ya se detectan valores signi�cativamente distintos (p<0,05) entre los tres

grupos, correspondiendo, en todo momento, los valores más altos al grupo BC y los más bajos

al grupo MC.

De forma parecida a la observada en la valoración de la membrana plasmática, se comporta

la vesícula acrosómica (�gura 4.34), mostrando, durante toda la incubación, valores más altos

aquellas muestras correspondientes al grupo BC, más bajos las correspondientes al grupo MC e

intermedios las muestras del grupo CM. En el S0, el S3 y el S5 se registran diferencias signi�cativas

(p<0,05) entre todos y cada uno de los tres grupos; en cambio, en el S1 y en el S2 estas diferencias

sólo se producen en el grupo MC respecto a los otros dos.
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CATEGORÍA CONGELACIÓN 
BUEN CONGELADOR   CONGELADOR MEDIO    MAL CONGELADOR 

Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.
S0 6,74a,* 4,58 2,58b,* 1,33 1,73b,* ,94 
S1 21,72a,# 11,34 10,99b,# 5,88 5,83b,# 1,78 
S2 29,97a,+ 16,26 18,45b,+ 7,35 7,18c,# 3,17 
S3 37,61a,+ 13,27 23,11b,- 8,19 8,74c,+ 4,41 
S5 46,30a,- 13,28 27,59b,^ 8,17 10,25c,+ 6,96 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.33: Resistencia de la membrana plasmática a la prueba del choque a frigore, en función del grupo
de calidad (%). Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos

símbolos revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.
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CATEGORÍA CONGELACIÓN 
BUEN CONGELADOR    CONGELADOR MEDIO   MAL CONGELADOR 

Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.
S0 9,20a,* 2,85 3,72b,* 1,93 0,89c,* 1,51 
S1 22,29a,# 8,85 13,06a,# 3,91 7,73b,# 6,95 
S2 40,56a,+ 20,48 22,09a,+ 5,71 11,88b,+ 9,27 
S3 53,54a,- 20,53 31,70a,- 7,03 15,55b,- 9,26 
S5 62,52a,^ 22,87 39,64a,^ 7,64 21,30b,^ 11,85 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.34: Resistencia del acrosoma a la prueba del choque a frigore, según del grupo de calidad
(%). Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos símbolos revelan

diferencias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

La resistencia de la movilidad espermática observada en las diferentes muestras y tras los

diversos choques realizados, al igual que en los dos parámetros anteriores, va incrementándose

con la incubación a 20 ºC (p<0,05) en los tres grupos, con la excepción del grupo BC, que ex-

perimenta una meseta en sus valores medios tras los últimos tres choques (�gura 4.35).

En un primer momento (S0), sólo el grupo BC presenta unos porcentajes medios de movilidad

signi�cativamente más altos (p<0,05) respecto a los otros dos; a partir de aquí, tras los choques

a frigore S1, S2 y S3 los tres grupos muestran valores signi�cativamente diferentes entre ellos

(p<0,05), siendo éstos, al igual que sucedía con los parámetros anteriores, más altos cuanto mejor

sea la aptitud para la congelación del grupo correspondiente. Tras el S5, y debido a la meseta

observada en los resultados del grupo BC, la signi�cación estadística entre éste y el grupo CM

desaparece, aunque sí se mantiene para ambos con respecto al tercer grupo.

Al incubar las muestras en un ambiente enriquecido con 0,1M de cafeína, se observa prácti-

camente el mismo patrón que sin la adición del estimulante, con la salvedad de que la meseta

que se presentaba en el grupo BC tras el S2, el S3 y el S5, ahora se presenta de forma más tenue

en este mismo grupo y, además, en el CM (�gura 4.36).
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CATEGORÍA CONGELACIÓN 
BUEN CONGELADOR    CONGELADOR MEDIO MAL CONGELADOR 

Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.
S0 12,70a,* 9,40 5,30b,* 3,37 3,66b,* 1,55 
S1 41,68a,# 21,71 24,88b,# 14,69 8,13c,# 6,85 
S2 58,92a,+ 22,31 33,74b,+ 16,36 12,12c,+ 4,29 
S3 56,98a,+ 17,27 40,46b,- 15,53 16,46c,+ 13,44 
S5 56,67a,+ 14,60 43,72a,- 14,23 19,71b,- 12,10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.35: Resistencia de la movilidad a la prueba del choque a frigore, según el grupo de calidad (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos símbolos revelan difer-

encias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.
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Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.
S0 18,90a,* 13,48 7,59b,* 5,27 4,97b,* 4,15 
S1 46,28a,# 25,86 27,71ab,# 18,48 12,24b,# 6,16 
S2 60,78a,+ 22,09 38,68b,+ 16,97 12,47c,# 5,73 
S3 64,82a,+ 22,97 44,88b,+ 15,30 19,03c,+ 9,54 
S5 66,66a,+ 11,34 44,58b,+ 15,16 24,10c,+ 13,00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.36: Resistencia de la movilidad (tras incubación con cafeína) a la prueba del choque a frigore,
en función del grupo de calidad (%).
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad. Distintos símbolos revelan difer-

encias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.

4.2.4.3. Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los resul-

tados obtenidos tras un choque a frigore.

En las tablas 4.45, 4.46, 4.47, 4.48 y 4.49 aparecen re�ejados los índices de correlación obteni-

dos entre los resultados de resistencia a la prueba del choque a frigore, calculados para los cuatro

parámetros analizados tras los diferentes choques y el índice de congelabilidad y entre dichos

resultados y la resistencia al proceso de congelación/descongelación, tanto del acrosoma como

de la movilidad espermática. En ellas podemos observar que, a medida que transcurre el tiempo

de incubación a 20 ºC, van incrementándose tanto los valores de los coe�cientes de correlación

como el número de correlaciones estadísticamente signi�cativas existentes.

El mayor coe�ciente de correlación con respecto al índice de congelabilidad, que es el de

referencia utilizado por algunos autores, se obtiene en la resistencia de la membrana plasmática

tras el S5, con un 0,77. No obstante, las correlaciones más altas se producen casi siempre con

el índice de resistencia del acrosoma a la congelación, llegando a alcanzar un 0,80 en el mismo

parámetro y tras el mismo choque.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE 
(S0) MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,356 ,611 ,297 ,184 MEMB. 
PLASMÁTICA  Sig. (bilateral) ,024 ,000 ,063 ,255 

Coef. Correl. ,560 ,689 ,448 ,432ACROSOMA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,004 ,005 
Coef. Correl. ,336 ,528 ,170 ,077 MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,034 ,000 ,295 ,635 
Coef. Correl. ,388 ,568 ,189 ,113 MOVILIDAD 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,013 ,000 ,243 ,487 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.45: Coe�cientes de correlación entre la resistencia de los cuatro parámetros analizados tras el
S0 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE 
(S1) MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,419 ,639 ,190 ,192 MEMB. 
PLASMÁTICA  Sig. (bilateral) ,007 ,000 ,240 ,235 

Coef. Correl. ,450 ,611 ,206 ,254 ACROSOMA Sig. (bilateral) ,004 ,000 ,202 ,113 
Coef. Correl. ,528 ,530 ,278 ,361MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,083 ,022 
Coef. Correl. ,455 ,466 ,193 ,285 MOVILIDAD 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,003 ,002 ,234 ,075 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.46: Coe�cientes de correlación entre la resistencia de los cuatro parámetros analizados tras el
S1 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE 
(S2) MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,577 ,651 ,319 ,298 MEMB. 
PLASMÁTICA  Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,045 ,062 

Coef. Correl. ,508 ,655 ,254 ,229 ACROSOMA Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,114 ,155 
Coef. Correl. ,605 ,646 ,366 ,436MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,020 ,005 
Coef. Correl. ,631 ,620 ,361 ,487MOVILIDAD 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,022 ,001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.47: Coe�cientes de correlación entre la resistencia de los cuatro parámetros analizados tras el
S2 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).
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4. Resultados

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE 
(S3) MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,695 ,736 ,396 ,469MEMB. 
PLASMÁTICA  Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,011 ,002 

Coef. Correl. ,608 ,734 ,326 ,359ACROSOMA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,040 ,023 
Coef. Correl. ,728 ,649 ,384 ,469MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,014 ,002 
Coef. Correl. ,722 ,628 ,398 ,504MOVILIDAD 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,011 ,001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.48: Coe�cientes de correlación entre la resistencia de los cuatro parámetros analizados tras el
S3 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

RESISTENCIA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN RESISTENCIA AL CHOQUE A FRIGORE 
(S5) MEMB. PLASMÁTICA 

“CONGELABILIDAD” ACROSOMA MOVILIDAD MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) 

Coef. Correl. ,771 ,803 ,436 ,465MEMB. 
PLASMÁTICA  Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,005 ,002 

Coef. Correl. ,626 ,718 ,313 ,353ACROSOMA Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,049 ,025 
Coef. Correl. ,719 ,565 ,483 ,545MOVILIDAD Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,002 ,000 
Coef. Correl. ,712 ,624 ,509 ,515MOVILIDAD 

(CAFEÍNA) Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,001 ,001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.49: Coe�cientes de correlación entre la resistencia de los cuatro parámetros analizados tras el
S5 y los índices calculados postdescongelación.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

Finalmente, realizamos para los valores obtenidos después de cada uno de los choques a fri-

gore, el análisis multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado, mostrando los

resultados en las tablas 4.50, 4.51, 4.52, 4.53 y 4.54, en las que podemos observar que, al igual

que sucedía en la prueba de la termorresistencia, sólo se incorpora al modelo una de las cuatro

variables introducidas inicialmente, que varía en función del tiempo empleado para el choque;

así, en el S1 y el S3 resulta ser el porcentaje de movilidad sin cafeína, en el S2 el porcentaje

de movilidad bajo la estimulación con cafeína, en el S0 la resistencia del acrosoma y en el S5 la

resistencia de la membrana plasmática.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) 54,667 2,562  21,340 ,000
1 RESISTENCIA ACROSOMA 

AL CHOQUE A FRIGORE 0h 2,061 ,495 ,560 4,161 ,000

n=40           r=0,560           r2=0,313           r2 correg.=0,295                Anova:     F=17,317        p<0,001 
 
 
 Tabla 4.50: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los

valores analizados tras el S0.
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4.2 Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como indicadoras de la congelabilidad
seminal.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) 54,326 2,789  19,475 ,000

1 RESISTENCIA DEL % 
MOVILIDAD AL CHOQUE A 

FRIGORE 1h 
,361 ,094 ,528 3,831 ,000

n=40           r=0,528           r2=0,279           r2 correg.=0,260                Anova:     F=14,678         p<0,001 
 

Tabla 4.51: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S1.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) 50,338 2,933  17,163 ,000

1 RESISTENCIA DEL % 
MOVILIDAD AL CHOQUE A 

FRIGORE 2h (CAF) 
,348 ,069 ,631 5,009 ,000

n=40           r=0,631           r2=0,398            r2 correg.=0,382              Anova:     F=25,095         p<0,001 
 

Tabla 4.52: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S2.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) 46,271 2,870  16,119 ,000

1 RESISTENCIA DEL % 
MOVILIDAD AL CHOQUE A 

FRIGORE 3h 
,444 ,068 ,728 6,555 ,000

n=40           r=0,728           r2=0,531           r2 correg.=0,518               Anova:     F=42,967         p<0,001 
 

Tabla 4.53: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S3.

Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados Modelo  

B Error típ. Beta 
t Sig.

(Constante) 45,626 2,632  17,337 ,000

1 RESISTENCIA DE LA MEMB. 
PLASM. AL CHOQUE A 

FRIGORE 5h 
,650 ,087 ,771 7,458 ,000

n=40           r=0,771           r2=0,594           r2 correg.=0,583                Anova:     F=55,624         p<0,001 
 

Tabla 4.54: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad de un eyaculado empleando los
valores analizados tras el S5.

El porcentaje de la varianza del índice de congelabilidad que es explicado por los diferentes

modelos, generalmente va aumentando a medida que discurre el tiempo de incubación de las

muestras, siendo de un 29,5% para el S0, de un 26,0% para el S1, de un 38,2% para el S2, de

un 51,8% para el S3 y, �nalmente, de un 58,3% para la resistencia al choque realizado tras las

5 horas.
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4. Resultados

Las ecuaciones de regresión generadas a partir de los citados modelos son las siguientes:

S0: Congelabilidad = 54, 667 + 2, 061(Resistencia Acros.S0)

S1: Congelabilidad = 54, 326 + 0, 361(Resistencia%MovilidadS1)

S2: Congelabilidad = 50, 338 + 0, 348(Resistencia%Movilidad [CAF ]S2)

S3: Congelabilidad = 46, 271 + 0, 444(Resistencia%MovilidadS3)

S5: Congelabilidad = 45, 626 + 0, 650(Resistencia Memb.P lasm.S5)

4.3. Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos

por los espermatozoides.

4.3.1. Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales de los

espermatozoides analizados.

4.3.1.1. Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales.

Evolución de los parámetros cinéticos individuales tras el proceso de criopreserva-

ción.

Como puede observarse en la �gura 4.37, en las muestras descongeladas y en ausencia de ca-

feína, se produce un incremento claro (p< 0,01), con respecto a las muestras analizadas tras la

eyaculación, de casi todos los parámetros (VSL, VCL, VAP, LIN, STR, ALH y BCF), siendo el

WOB el único que presenta valores similares (p>0,05) en ambas.

La adición de cafeína produce un aumento (p<0,05) en los valores resultantes del análisis

cinemático en prácticamente todos parámetros estudiados, tanto para las muestras descongela-

das, como para las analizadas en tiempo 0. Es en éstas últimas donde aparecen las excepciones:

la BCF, con un valor similar en los dos casos, y la VCL y la VAP, cuyos valores disminuyen al

incubarse con cafeína.

Al comparar los resultados de las dos razas estudiadas obtenidos sin la adición de cafeína

(tabla 9.9 de los anexos), se observa que en el T0 los valores medios de la raza Landrace son

más altos que los de la raza Large White, exceptuando el LIN, el STR y la BCF, y que además

existen diferencias signi�cativas (p<0,05) entre ellas para los parámetros VCL, VAP, ALH y

BCF. Después de realizar la descongelación de las muestras, se constata que estas diferencias

signi�cativas entre razas (p<0,05) aparecen en todos los parámetros analizados excepto en la

ALH, siendo en todo momento los valores calculados para la raza Landrace superiores a los de

la raza Large White.

Con la adición de cafeína a las muestras iniciales, se incorpora la VSL al grupo de parámetros

que muestran diferencias signi�cativas (p<0,05) entre razas, si bien, y al contrario de lo que ocurre

en las valoraciones sin cafeína, la mayoría de los promedios calculados para la raza Large White
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4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

resultan ser más altos que los de la Landrace, exceptuando el LIN y el WOB que no presentan

signi�cación estadística tras el análisis. Al incubar las muestras descongeladas con el citado

estimulante, se observa que nuevamente aparecen diferencias entre razas en siete de los ocho

parámetros analizados, siendo el STR el único que muestra valores estadísticamente similares en

ambas. En este caso, la raza Large White presenta valores medios más bajos en la ALH, la BCF

y los tres índices de velocidad (VCL, VSL y VAP), mientras que la raza Landrace los muestra

en el LIN, el WOB y el STR.
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Figura 4.37: Valores medios obtenidos para cada uno de los parámetros analizados en el T0 y tras el
descongelado, tanto en ausencia como en presencia de cafeína.
Distintos superíndices entre T0 y el Descongelado, dentro de cada parámetro, revelan diferencias signi�cativas (p<0,05).

La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.

Al analizar los datos correspondientes a cada verraco en particular (tablas 9.11, 9.12, 9.13 y
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4. Resultados

9.14 de los anexos), queda re�ejada, tanto en las muestras iniciales como en las descongeladas, la

existencia de una gran variabilidad entre animales, presentando diferencias signi�cativas (p<0,01)

entre ellos en todos los parámetros, con la excepción del STR en el T0 donde no se observan

diferencias en la respuesta de los distintos verracos en las muestras incubadas con cafeína.

Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales durante la prueba de

la termorresistencia.

La incubación a 39 ºC (tabla 4.55) produce un incremento inicial (p<0,05) a la hora y media

de incubación en los valores de todos los parámetros excepto de la ALH. A partir de entonces,

se observa un descenso paulatino (p<0,05) en los tres parámetros que re�ejan la velocidad del

espermatozoide (VCL, VSL y VAP), que pasa a ser más acusado tras las 7 horas (p<0,01). El

resto de parámetros no presenta un patrón de�nido a lo largo de la incubación, no variando de

manera sustancial respecto a los valores mostrados en el T1,5 y experimentando también una

reducción de los niveles en el T7.

EVOLUCIÓN PARÁMETROS CINÉTICOS EN LA TERMORRESISTENCIA 

SIN CAFEÍNA 
T0 (5185) T1,5 (5061) T3 (4966) T4,5 (4112) T7 (1856) 

 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VCL (µm/s) 53,48a 35,15 55,73b 30,95 53,58a 31,06 50,50c 30,41 35,26d 26,14 
VSL (µm/s) 31,76a 27,11 39,11b 25,60 38,16c 26,08 37,08d 26,22 24,40e 21,80 
VAP (µm/s) 44,07a 32,70 48,18b 29,12 45,89c 28,66 43,30d 27,96 28,60e 23,62 

LIN (%) 55,26a 24,51 68,04b 21,92 68,82b 21,32 70,41c 20,99 63,93d 23,60 
STR (%) 69,28a 22,67 79,91b 18,87 81,40c 18,25 83,13d 17,24 80,69b 17,99 
WOB (%) 77,52ad 16,24 83,60b 13,48 83,05cd 13,37 83,13bc 13,53 76,76d 17,36 
ALH (µm) 1,80a 0,96 1,76a 0,85 1,76a 0,92 1,67b 0,89 1,30c 0,77 
BCF (Hz) 6,54ad 2,92 7,41b 2,82 7,34b 2,86 7,35b 2,83 6,74d 2,95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.55: Valores medios obtenidos, sin la adición de cafeína, en cada uno de los parámetros analizados
a lo largo de la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices entre tiempos, dentro de cada parámetro, revelan diferencias signi�cativas (p<0,05). Al lado de

cada tiempo �gura entre paréntesis el número de espermatozoides analizados.

Al incubar las muestras con cafeína (tabla 4.56), observamos que las tres velocidades calcu-

ladas y la ALH van aumentando de forma paulatina a lo largo de la incubación hasta las cuatro

horas y media para, a continuación, caer ligeramente (p<0,05) tras las siete horas. Por su parte,

los resultados obtenidos para LIN, STR, WOB y BCF van aumentando, en líneas generales, a lo

largo de los cuatro puntos de referencia tomados durante las siete horas de incubación.

En las �guras 4.38, 4.39, 4.40 y 4.41 podemos observar el efecto provocado por la cafeína

en los tiempos de control establecidos; prácticamente en todos se produce un aumento (p<0,05)

de los parámetros VCL, VSL, VAP, LIN, WOB y ALH, siendo la BCF el único que disminuye

los valores en todos los tiempos, exceptuando el T7, donde muestra un incremento (p<0,05). El

STR no muestra diferencias (p>0,05) en los valores calculados con y sin cafeína durante casi

toda la prueba, únicamente después de las siete horas de incubación apunta un leve incremento

(p<0,05) en las muestras estimuladas.
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4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

EVOLUCIÓN PARÁMETROS CINÉTICOS EN LA TERMORRESISTENCIA 

CON CAFEÍNA 
T0 (5140) T1,5 (5572) T3 (5303) T4,5 (5184) T7 (4435) 

 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VCL (µm/s) 49,29a 32,92 57,93b 31,22 58,98ce 32,64 65,34d 35,06 59,42e 34,53 
VSL (µm/s) 33,15a 27,37 41,84b 27,47 42,44ce 27,78 47,30d 29,66 44,02e 29,48 
VAP (µm/s) 42,23a 31,09 50,86b 29,95 51,74c 30,35 57,06d 32,04 52,14bc 32,04 

LIN (%) 62,62a 24,67 69,31b 22,40 70,24c 21,55 71,47d 20,75 72,96e 21,28 
STR (%) 74,92a 21,55 80,11b 19,14 80,76c 18,97 82,15d 18,28 83,70e 18,14 
WOB (%) 81,30a 15,89 84,83d 13,36 85,62d 12,40 85,83d 11,89 85,82d 12,60 
ALH (µm) 1,60a 0,88 1,76b 0,83 1,82c 0,93 2,00d 1,04 1,77e 0,93 
BCF (Hz) 6,45a 2,80 7,11b 2,73 7,09b 2,64 7,12b 2,70 7,35c 2,72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.56: Valores medios obtenidos, con la adición de cafeína, en cada uno de los parámetros analizados
a lo largo de la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices entre tiempos, dentro de cada parámetro, revelan diferencias signi�cativas (p<0,05). Al lado de

cada tiempo �gura entre paréntesis el número de espermatozoides analizados.
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Figura 4.38: Valores medios de la VCL y de la VSL, en presencia y ausencia de cafeína, durante la
prueba de la termorresistencia..
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre muestras con y sin cafeína.
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Figura 4.39: Valores medios de la VAP y del LIN, en presencia y ausencia de cafeína, durante la prueba
de la termorresistencia.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre muestras con y sin cafeína.

178



4. Resultados

69
,2

8 74
,9

2* 79
,9

1
80

,1
1

81
,4

0
80

,7
6 83
,1

3
82

,1
5

80
,6

9
83

,7
0*

60,00

65,00

70,00

75,00

80,00

85,00

PO
R

C
EN

TA
JE

T0 T1,5 T3 T4,5 T7
PRUEBA

STR 

SIN CAFEÍNA
CON CAFEÍNA

77
,5

1 81
,3

0* 83
,6

0
84

,8
3*

83
,0

5
85

,6
2*

83
,1

3
85

,8
3*

76
,7

6
85

,8
2*

70,00

72,00

74,00

76,00

78,00

80,00

82,00

84,00

86,00

88,00

PO
R

C
EN

TA
JE

T0 T1,5 T3 T4,5 T7
PRUEBA

WOB 

SIN CAFEÍNA
CON CAFEÍNA

Figura 4.40: Valores medios del STR y del WOB, en presencia y ausencia de cafeína, durante la prueba
de la termorresistencia.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.
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Figura 4.41: Valores medios de la ALH y de la BCF, en presencia y ausencia de cafeína, durante la
prueba de la termorresistencia.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.

Al comparar los resultados obtenidos para las dos razas estudiadas (tabla 9.9 de los anexos),

se comprueba que, en las muestras sin cafeína, los dos últimos tiempos de control presentan un

mayor número de parámetros en los que la respuesta es diferente en función de la raza; así, en el

T4,5 y en el T7 aparecen diferencias signi�cativas (p<0,05) en las medias de los tres parámetros

de velocidad, de la ALH y de la BCF, siendo los valores de la raza Landrace superiores a los de

la Large White.

La administración de cafeína provoca un incremento en el número de parámetros en los que

se detectan diferencias estadísticamente signi�cativas entre razas, sobre todo en el T1,5 y en el

T3. Por otra parte, y al contrario de lo ocurrido en las muestras sin cafeína, los valores obtenidos

por la raza Large White son más altos (p<0,05) en los parámetros VCL, VSL, VAP, WOB y

ALH en todos los análisis realizados a lo largo de la incubación. La BCF, por su parte, muestra

diferencias signi�cativas (p<0,05) sólo durante la primera mitad de la incubación, siendo también

en este caso inferiores los promedios calculados para la raza Landrace.
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4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

El análisis estadístico realizado con el �n de determinar posibles diferencias entre la res-

puesta de los parámetros cinemáticos mostrados por el conjunto de los espermatozoides de los

ocho verracos empleados (tablas 9.11, 9.12, 9.13 y 9.14 de los anexos) revela que, en práctica-

mente todos los tiempos de incubación, tanto con cafeína como sin ella, aparecen diferencias

signi�cativas (p<0,05). Los dos parámetros que muestran una mayor estabilidad en los prome-

dios calculados para los ocho verracos fueron el STR y el WOB, siendo el primero, el único que,

en la incubación sin cafeína, muestra una respuesta similar (p>0,05) en todos ellos a las 4,5 horas.

Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales en la prueba del cho-

que a frigore.

En la tabla 4.57 se recogen los resultados obtenidos, para los ocho parámetros cinéticos, en los

análisis realizados sin la adición de cafeína, tras la ejecución de los distintos choques a frigore

efectuados. La respuesta de los diferentes parámetros durante las cinco horas de incubación a 20

ºC se re�eja además, de una forma más clara en las �guras numeradas del 4.42 al 4.45.

 EVOLUCIÓN PARÁMETROS CINÉTICOS EN LA PRUEBA DEL CHOQUE A FRIGORE 

 SIN CAFEÍNA 
                  T0 (5185)            S0 (541)              S1 (1113)              S2 (1560)             S3 (1803)             S5 (1952)

 Media 
Desv. 

típ. Media
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media
Desv. 

típ. 
VCL (µm/s) 53,48a 35,15 81,04b 43,18 104,47c 39,39 104,43c 39,50 103,07c 40,81 99,54d 42,85 
VSL (µm/s) 31,76a 27,11 43,98b 28,29 51,75c 25,60 51,49c 24,35 50,92c 25,91 47,24d 25,71 
VAP (µm/s) 44,07a 32,70 56,04b 30,31 67,01c 25,41 67,55c 24,88 66,33c 26,16 63,20d 26,87 

LIN (%) 55,26a 24,50 54,73a 20,02 50,68b 18,96 51,38b 20,01 51,31b 19,71 49,91c 20,72 
STR (%) 69,28a 22,67 77,01b 18,97 76,14b 19,55 75,88b 20,18 75,65bc 18,83 74,04c 20,18 
WOB (%) 77,52a 16,24 69,58b 14,32 65,51c 13,48 66,64c 14,31 66,62c 14,96 66,08c 15,70 
ALH (µm) 1,80a 0,96 3,16b 1,86 4,31c 1,87 4,29c 1,94 4,21d 2,01 4,11d 2,04 
BCF (Hz) 6,54a 2,92 7,36b 3,25 7,28b 3,14 7,18b 3,09 7,08b 3,00 6,82c 3,13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.57: Valores medios obtenidos, sin la adición de cafeína, en cada uno de los parámetros analizados
a lo largo de la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices entre pruebas, dentro de cada parámetro, revelan diferencias signi�cativas (p<0,05). Al lado de

cada prueba �gura entre paréntesis el número de espermatozoides analizados.

La VCL, al igual que los otros dos parámetros de velocidad (VAP y VSL), sufre un aumento

importante (p<0,01) tras la realización del descenso brusco de temperatura en todos los tiempos

de incubación; estos valores van aumentando después de los dos primeros choques (S0 y S1) pa-

ra, posteriormente, permanecer estables hasta la valoración realizada en el S5, donde disminuyen

(p<0,05).

En cuanto al parámetro LIN, el efecto del choque produce una leve caída en sus valores, no

resultando ésta ser signi�cativa tras el S0, pero sí en el resto de choques, manteniéndose cons-

tantes los valores en el S1, el S2 y el S3, y disminuyendo algo más en el S5.

Los diferentes choques a frigore realizados a lo largo de la prueba provocan en el STR un
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4. Resultados

incremento de sus valores (p<0,05), que no es homogéneo en todos ellos, ya que se mantiene

constante durante los tres primeros, para empezar a disminuir de forma leve en el S3, siendo ya

estadísticamete signi�catica la diferencia (p<0,05) en el S5.

El WOB reduce sus promedios después de todos y cada uno de los choques realizados, siendo

el primero el que experimenta un descenso menor. A partir de entonces, del S1 al S5, la respuesta

es similar.

La ALH y la BCF se incrementan tras la realización de los choques, si bien di�eren entre

ellas en su evolución; así, la ALH va incrementando sus valores (p<0,05) en el S0 y el S1 y, a

partir de entonces, comienzan a descender, si bien las diferencias estadísticamente signi�cativas

(p>0,05) no se presentan hasta el S3. La BCF, por su parte, va disminuyendo de forma paulati-

na durante la incubación, siendo estadísticamente signi�cativo sólo el descenso mostrado tras el

choque realizado a las 5 horas.

La tabla 4.58 y las �guras 4.42 a 4.45 muestran los resultados y la evolución de los dife-

rentes parámetros cinéticos con adición de cafeína tras la realización de los diferentes choques.

El comportamiento de la VCL y la VSL es similar al observado en las muestras sin cafeína,

presentando también un incremento importante (p<0,05) y progresivo en sus valores tras los

dos primeros choques para, a continuación, mantenerse constantes en el S2 y el S3, y descender

signi�cativamente (p<0,05), con respecto a los resultados obtenidos tras los anteriores choques,

en el S5. La VAP muestra prácticamente el mismo patrón, variando sólo en que el incremento

inicial observado en los valores tras el S0 se mantiene hasta el S3.

 EVOLUCIÓN PARÁMETROS CINÉTICOS EN LA PRUEBA DEL CHOQUE A FRIGORE 

 CON CAFEÍNA 
                   T0 (5140)             S0 (826)                S1 (1329)             S2 (1951)             S3 (2067)              S5 (2356)

 Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. 
VCL (µm/s) 49,29a 32,92 101,00b 44,66 109,18c 40,15 109,53c 43,07 108,38c 42,47 95,76d 45,68 
VSL (µm/s) 33,15a 27,37 58,94bd 35,79 64,10c 32,03 63,34c 31,41 63,07c 31,49 55,76d 31,11 
VAP (µm/s) 42,23a 31,09 77,92b 35,98 79,45b 29,82 78,10b 31,07 77,67b 30,62 68,75c 31,91 

LIN (%) 62,62a 24,67 59,54b 24,05 59,41b 22,05 58,86b 20,68 59,07b 21,04 59,47b 21,08 
STR (%) 74,92a 21,55 75,47b 24,23 79,00c 21,24 79,88c 19,49 79,79c 20,16 79,37c 19,61 
WOB (%) 81,30a 15,89 77,74b 13,71 73,87ce 13,87 72,46d 13,84 72,85d 14,01 73,62e 14,32 
ALH (µm) 1,60a 0,88 3,34b 1,79 3,89c 1,82 4,00c 1,93 3,93c 1,90 3,55d 1,98 
BCF (Hz) 6,45a 2,80 7,00b 3,68 7,48c 3,61 7,59c 3,52 7,62c 3,42 7,53c 3,32 

 
 

Tabla 4.58: Valores medios obtenidos, con la adición de cafeína, en cada uno de los parámetros analizados
a lo largo de la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices entre pruebas, dentro de cada parámetro, revelan diferencias signi�cativas (p<0,05). Al lado de

cada prueba �gura entre paréntesis el número de espermatozoides analizados.

La ALH, la BCF y el STR se comportan de forma parecida, si bien, mientras el primer

parámetro muestra el mismo patrón que la VSL y la VCL, los otros dos di�eren en que el

descenso de los valores re�ejado tras las 5 horas no se produce.

Los parámetros WOB y LIN, al igual que sucedía en las muestras sin cafeína, son los únicos
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4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

que reducen sus valores (p<0,05) tras los choques a frigore; en el WOB los valores descienden

progresivamente en los tres primeros choques, se mantienen constantes en el S3 y experimentan

un incremento en el S5. Por su parte, el LIN es el único parámetro que muestra la misma res-

puesta al choque independientemente del momento de incubación.

La adición de cafeína a las muestras tras cualquiera de los choques produce un incremento

generalizado en todos los parámetros (�guras 4.42, 4.43, 4.44 y 4.45), con dos únicas excepciones:

la ALH, en la que en todos los choques se produce, salvo en el inicial, un descenso signi�cativo

(p<0,05) con respecto a las muestras sin cafeína, y la BCF en la que el descenso se produce en

el S0. En el resto de parámetros y tiempos este incremento resulta ser signi�cativo (p<0,05) en

la práctica mayoría, exceptuando únicamente los valores obtenidos para el STR tras el choque

de las 0 horas.
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Figura 4.42: Valores medios de la VCL y de la VSL, en presencia y ausencia de cafeína, durante la
prueba del choque a frigore.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.
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Figura 4.43: Valores medios de la VAP y del LIN, en presencia y ausencia de cafeína, durante la prueba
del choque a frigore.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.
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Figura 4.44: Valores medios del STR y del WOB, en presencia y ausencia de cafeína, durante la prueba
del choque a frigore.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.
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Figura 4.45: Valores medios de la ALH y de la BCF, en presencia y ausencia de cafeína, durante la
prueba del choque a frigore.
La presencia de * indica variaciones signi�cativas (p<0,05) entre las muestras con y sin cafeína.

Al analizar los resultados por raza (tabla 9.10 de los anexos), observamos que las diferencias

(p<0,05) entre ellos son evidentes para muchos de los parámetros y tiempos en las muestras sin

cafeína, y que en aquellas con estimulación química, el número de parámetros en los que se apre-

cian diferencias se reduce considerablemente. Cabría destacar que la VAP es el único parámetro

que, en las muestras sin cafeína, permanece constante (p>0,05) entre las dos razas en todos los

tiempos de incubación.

Al igual que sucedía en la prueba de termorresistencia, al comparar la respuesta de los

ocho verracos para los diferentes parámetros se observan, en prácticamente todos los tiempos de

incubación, tanto con cafeína como sin ella, diferencias signi�cativas. En las muestras incubadas

sin cafeína la respuesta en el S0 para las tres velocidades calculadas es similar en todos los

animales, al igual que en el S1 y el S2 para la BCF. En aquellas otras incubadas con el estimulante

de la movilidad, los valores sólo se mantienen constantes en el S0 para la VCL (tablas 9.15, 9.16,

9.17 y 9.18 de los anexos).
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4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

4.3.1.2. Respuesta de los parámetros cinéticos individuales en función de la aptitud

para la congelación de los diferentes eyaculados.

Respuesta de los parámetros cinéticos individuales en fresco y tras la criopreserva-

ción de las muestras, en función de la capacidad de congelación de los diferentes

eyaculados.

Al analizar los resultados en función del grupo de calidad establecido (tabla 9.19 de los anexos)

en las muestras recogidas en tiempo 0, aun existiendo diferencias (p<0,05) entre ellos en algunos

parámetros, no se observa ningún patrón claro, ya que en muchos casos los valores de los eya-

culados clasi�cados como malos congeladores (MC) son intermedios respecto a los recogidos en

los buenos (BC) y medios congeladores (CM); sólo para los parámetros LIN, WOB y BCF, los

valores del grupo MC son signi�cativamente inferiores (p<0,05).

Tras el descongelado, se observa que las muestras pertenecientes al grupo BC presentan me-

dias más altas (p<0,01) para la VCL, la VSL y la VAP, seguido de los congeladores medios y

malos, al contrario que sucede con la BCF, en la que los valores más altos correspondieron al

grupo MC y los más bajos al BC (p<0,05).

Al añadir cafeína a las muestras (tabla 9.20 de los anexos), aparecen diferencias (p<0,05)

entre los grupos de calidad en el T0 para las tres velocidades (VSL, VCL y VAP), mientras

que en la ALH y en el WOB éstas desaparecen. En el resto de parámetros la comparación de

los tres grupos de calidad muestra la misma respuesta que en la incubación sin cafeína, puesto

que el LIN y el STR no mostraron diferencias entre grupos, mientras que en la BCF el grupo

MC permaneció con valores signi�cativamente más bajos (p<0,05) que los de los otros dos. En

las muestras descongeladas se re�eja una pérdida del patrón establecido anteriormente para los

parámetros de velocidad y se mantiene el observado en la BCF, ya que el grupo MC sigue siendo

el que presenta valores más altos (p<0,05).

Respuesta de los parámetros cinéticos individuales con la incubación a 39 ºC, en

función de la capacidad de congelación de los diferentes eyaculados.

A la hora y media de incubación (tabla 9.19 de los anexos), aquellos eyaculados pertenecientes

al grupo MC muestran valores más bajos (p<0,05) en todos los parámetros menos en la ALH y

el WOB. Posteriormente, a las tres horas se invierte la respuesta, siendo este grupo el que valores

más altos (p<0,05) obtiene en cuatro de los ocho parámetros analizados (VCL, VSL, VAP y

WOB). A partir de aquí, se igualan bastante los resultados entre los tres grupos, no mostrando

un patrón claro de respuesta, puesto que en muchos casos, y como ocurría en los valores analizados

en las muestras iniciales y descongeladas, aun existiendo diferencias signi�cativas (p<0,05) entre

ellos, los valores del grupo MC se sitúan entre los congeladores buenos y medios. No obstante,

en cuatro parámetros en el T4,5 (VCL, VSL, VAP y BCF) y en seis de ellos en el T7 (los cuatro

anteriores además del WOB y de la ALH), aquellos eyaculados con una buena capacidad de

congelación presentan medias superiores al grupo MC, siendo en todos ellos signi�cativas las

diferencias (p<0,05), excepto en las tres velocidades del T4,5.
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En las muestras con adición de cafeína (tabla 9.20 de los anexos), se recogen resultados in-

versos a los obtenidos sin ella, destacando que durante prácticamente toda la incubación, en la

VCL, en la VAP y en el WOB los valores más altos corresponden a aquellos eyaculados que peor

congelan, siendo estadísticamente signi�cativa la diferencia (p<0,05) con los del grupo BC, en

todos los tiempos menos en el T7 para estos tres parámetros y en el T4,5 para el WOB. La BCF,

por su parte, muestra niveles inferiores (p<0,05) en el grupo MC que en los otros dos durante

las siete horas de duración de la prueba, si bien en el T7 las diferencias no son estadísticamente

signi�cativas con el grupo BC.

Respuesta de los parámetros cinéticos individuales en la prueba del choque a frigore,

en función de la capacidad de congelación de los diferentes eyaculados. Los valores

observados en esta prueba para los diferentes grupos de calidad de los eyaculados se presentan

en la tabla 9.21 de los anexos.

La realización de un choque a frigore sin que las muestras hayan sufrido un tiempo de esta-

bilización a 20 ºC, no nos muestra diferencias reseñables entre los citados tres grupos. Una vez

transcurrida una hora a la citada temperatura, los espermatozoides del grupo MC presentan,

tras la realización del correspondiente choque (S1), valores medios inferiores (p<0,05) en la VSL,

la VCL y la ALH a los del grupo BC, sumándose a éstos, tras el S2, el STR y la VAP. En el

S3 las diferencias estadísticamente signi�cativas, entre el grupo MC y el BC, se reducen a tres

parámetros ALH, LIN y WOB, siendo en estos dos últimos el grupo MC el que presenta un valor

medio más elevado.

En el S5 se invierte la tendencia que han presentado las tres velocidades hasta este momento,

en la que los eyaculados del grupo BC presentan valores más elevados que los del grupo MC, si

bien, las diferencias observadas sólo son estadísticamente signi�cativas (p<0,05) en la VAP. En

el resto de parámetros estas diferencias entre el grupo BC y MC no se re�ejan, siendo el grupo

CM el que presenta en algunos casos (VCL y ALH) los valores medios más elevados (p<0,05).

Al añadir cafeína a las muestras (tabla 9.22 de los anexos), se observa que en el S0, el grupo

MC presenta velocidades medias más bajas que el BC, si bien las diferencias sólo presentan

signi�cación estadística en la VCL y en la VSL. La BCF, por el contrario, muestra valores más

elevados cuanto peor congela un eyaculado, siendo este momento el único en el que se re�eja

signi�cación estadística en este parámetro entre los grupos BC y MC a lo largo de toda la

prueba.

Si tomamos como referencia las tres velocidades calculadas, observamos la misma tendencia

que en el S0 en las tres primeras horas de incubación, donde el grupo BC presentaba medias más

altas que el grupo MC, si bien, la signi�cación estadística sólo aparece en la VSL en el S1, en las

tres en el S2 y en la VSL y en la VAP en el S3. Esta tendencia se invierte en el S5, donde el grupo

MC muestra valores más elevados en las tres velocidades, siendo signi�cativamente diferentes sólo

en la VAP.

El LIN, el STR y el WOB presentaron resultados estadísticamente similares entre el grupo

BC y MC en prácticamente toda la prueba, reduciéndose las diferencias entre ellos (p<0,05) al

185



4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

LIN y al STR en el S1 y al STR en el S3, siendo en estos casos siempre superiores los valores del

grupo BC.

La ALH no muestra diferencias (p>0,05) entre los citados grupos en toda la prueba, salvo en

el S2, donde los valores medios del BC fueron claramente superiores a los del MC.

4.3.1.3. Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los valores

observados en los parámetros cinéticos individuales.

Mediante los parámetros cinéticos del semen fresco.

En la tabla 4.59 aparecen re�ejados los índices de correlación estadísicamente signi�cativos

(p<0,05) obtenidos entre los diferentes parámetros cinéticos analizados en el T0, tanto en presen-

cia como en ausencia de cafeína, y el índice de congelabilidad, así como entre ellos y la resistencia

a la criopreservación de la movilidad espermática y del acrosoma. Sólo dos parámetros muestran

alguna correlación signi�cativa con estos índices; en las muestras incubadas sin cafeína, el WOB

presenta un índice de correlación con la congelabilidad de 0,35 y en las estimuladas químicamente

es el STR el que presenta correlación negativa con la resistencia del acrosoma a la congelación

(r=-0,33).
 
 
 
 
 
 
 

CAFEÍNA PRUEBA   CONGELABILIDAD
RESIST. ACROSOMA A LA 

CONGEL. 
NO T0 WOB (%) ,348   

SI T0 STR (%)   -,325 
 

Tabla 4.59: Coe�cientes de correlación estadísticamente signi�cativos (p<0,05) entre los valores de los
diferentes parámetros cinéticos en en T0 y los índices calculados postdescongelación.

Tras el análisis de regresión multiple, los dos modelos originados elevan la correlación a un

0,56 en las muestras sin cafeína y a un 0,52 en aquellas otras a las que sí se les administró

el estimulante de la motilidad. La explicación de la variabilidad del índice de congelabilidad a

partir de los parámetros cinéticos estudiados en estos dos modelos es de un 27,3% y de un 24,9%,

respectivamente (tabla 4.60).

-99,526 42,368 -2,349 ,024
8,983 3,242 ,381 2,770 ,009
1,334 ,507 ,362 2,631 ,012
-2,990 17,730 -,169 ,867
10,254 2,748 ,518 3,731 ,001

(Constante)
BCF (Hz)
WOB (%)

(Constante)
BCF (Hz)

Modelo

2

1

CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

T0

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.      n=40           r=0.557           r2=0.310           r2 correg.=0,273               Anova:         F=8,324               p<0,01
CAF.            n=40           r=0.518           r2=0.268           r2 correg.=0,249               Anova:         F=13,919             p<0,01

.
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Tabla 4.60: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el T0.
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Las ecuaciones de regresión obtenidas son las siguientes:

T0 (sin CAF): Congelabilidad = −99, 526 + 8, 983(BCF ) + 1, 334(WOB)

T0 (con CAF): Congelabilidad = −2, 990 − 10, 254(BCF )

Mediante los parámetros cinéticos observados en la prueba de la termorresistencia.

La prueba de termorresistencia no nos proporciona una información más precisa para la pre-

dicción de la congelabilidad que la aportada por las valoraciones del semen fresco, apareciendo

signi�cación estadística únicamente en dos de los cuatro tiempos analizados, el T3 y el T7 (tabla

4.61). En el T3 la velocidad mostrada por los espermatozoides en los tres parámetros de medida

(VCL, VSL y VAP), y la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) re�ejan corre-

laciones positivas de en torno a un 0,35 con la congelabilidad, destacando la VSL que resulta ser,

además, la única que muestra un índice de correlación signi�cativo con la resistencia del acroso-

ma. Por su parte, en el T7 la BCF, con una correlación con la congelabilidad de 0,38, es el único

parámetro relacionado signi�cativamente (p<0,05) con alguno de los índices posdescongelación

calculados.

CAFEÍNA PRUEBA  CONGELABILIDAD RESIST. ACROSOMA A LA 
CONGEL. 

VCL (µm/s) ,337  
VSL (µm/s) ,345 ,321 
VAP (µm/s) ,329  

T3 

ALH (µm) ,354  
NO 

T7 BCF (Hz) ,379  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.61: Coe�cientes de correlación estadísticamente signi�cativos (p<0,05) entre los valores de los
diferentes parámetros cinéticos en ela prueba de la termorresistencia y los índices calculados postdescon-
gelación.

Tras establecer las correlaciones existentes, se efectúa el análisis multivariante de regresión

para la congelabilidad de los eyaculados, empleando los valores de los diferentes parámetros

en cada uno de los tiempos analizados, tanto en presencia como en ausencia de cafeína. Los

resultados se muestran en las tablas 4.62, 4.63 y 4.64.

-2,650 22,396 -,118 ,906
8,859 3,019 ,430 2,934 ,006

93,614 48,731 1,921 ,062
15,973 3,426 ,684 4,663 ,000
-1,697 ,646 -,386 -2,627 ,012

(Constante)
BCF (Hz)

(Constante)
BCF (Hz)
WOB (%)

Modelo

1

2

CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

T1,5

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.       n=40         r=0.430           r2=0.185            r2 correg.=0,163               Anova:           F=8,610                p<0,01
CAF.             n=40         r=0.611           r2=0.373            r2 correg.=0,339               Anova:           F=11,013              p<0,01

.
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Tabla 4.62: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el T1,5.
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129,767 52,623 2,466 ,018
12,254 3,959 ,473 3,095 ,004
-1,890 ,674 -,428 -2,804 ,008
-4,641 24,596 -,189 ,851
9,531 3,464 ,408 2,752 ,009

(Constante)
BCF (Hz)
WOB (%)

(Constante)
BCF (Hz)

Modelo

2

1

CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

T3

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.      n=40             r=0.506         r2=0.256           r2 correg.=0,216               Anova:           F=6,374               p<0,01
CAF.            n=40             r=0.408         r2=0.166           r2 correg.=0,144               Anova:           F=6,572               p<0,01

.

Página 1

Tabla 4.63: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el T3.

58,659 33,169 1,768 ,085
9,490 3,528 ,398 2,690 ,011
-,893 ,367 -,360 -2,429 ,020

(Constante)
BCF (Hz)
LIN (%)

Modelo

2

CAFEÍNA

SI

PRUEBA

T7

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

n=40            r=0.476             r2=0.226             r2 correg.=0,185                   Anova:           F=5,412               p<0,01

.
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Tabla 4.64: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el T7.

No se pueden realizar modelos estadísticamente aceptables para la prueba del T4,5, ni con

cafeína ni sin ella, al igual que sucede en el T7 sin cafeína. En todos los modelos creados se

utiliza la BCF, bien como la única variable introducida en el modelo, como en el T1,5 sin cafeína

o el T3 con ella, o bien en combinación con otra, como el WOB en el T1,5 con cafeína o en el

T3 sin ella, o con el LIN en el T7 con cafeína. De todos los modelos, el que explica una mayor

proporción de la variabilidad de la congelabilidad es el creado para las muestras incubadas con

cafeína en el T1,5. Las ecuaciones de regresión generadas a partir de los citados modelos son las

siguientes:

T1,5 (sin CAF.): Congelabilidad = −2, 650 + 8, 859(BCF )

T1,5 (con CAF.): Congelabilidad = 93, 614 + 15, 973(BCF ) − 1, 697(WOB)

T3 (sin CAF.): Congelabilidad = 129, 767 + 12, 254(BCF ) − 1, 890(WOB)

T3 (con CAF.): Congelabilidad = −4, 641 + 9, 531(BCF )

T7 (con CAF.): Congelabilidad = 58, 695 + 9, 490(BCF ) − 0, 893(LIN)

Mediante los parámetros cinéticos observados en la prueba del choque a frigore.

La prueba del choque a frigore, al igual que sucedía con las subpoblaciones o con los otros

parámetros analizados en el experimento 1, resulta ser mucho más indicativa que la termorresis-

tencia o que la valoración del semen fresco, al mostrar en todos los tiempos en el que se analizaron
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las muestras, excepto en el S0 sin cafeína, correlaciones signi�cativas con alguno de los cuatro

índices posdescongelación, siendo la VSL en el S2 en las muestras no estimuladas químicamente,

el único parámetro con correlaciones signi�cativas con todos ellos y, a su vez, el único que las

muestra con la resistencia del acrosoma a la congelación (tabla 4.65).

CAFEÍNA PRUEBA  CONGE
LAB. 

RESIST. 
ACROSOMA A LA 

CONGEL. 

RESIST. 
MOVILIDAD A LA 

CONGEL. 

RESIST. 
MOVILIDAD 

(CAFEÍNA) A LA 
CONGEL. 

WOB (%) -,501   -,418 S1 
 ALH (µm) ,327  ,373 ,357 

VCL (µm/s) ,359    
VSL (µm/s) ,449 ,326 ,338 ,332 
VAP (µm/s)   ,314  
WOB (%) -,314    

 
S2 

 
 

ALH (µm) ,412    

VCL (µm/s)   ,398  
LIN (%) -,437    
STR (%) -,336    
WOB (%) -,414   -,379 

 
S3 

 
 

ALH (µm) ,343  ,455 ,359 

VCL (µm/s)   ,316  
LIN (%) -,463   -,398 

WOB (%) -,479   -,422 

 
 
 
 
 
 

NO 
 
 
 
 
 
 
 
 

S5 
 

ALH (µm) ,344  ,363 ,377 

ALH (µm)   ,353  
S0 

BCF (Hz) -,400    

VSL (µm/s) ,519  ,525 ,589 
LIN (%) ,362  ,399 ,566 S1 
STR (%) ,556  ,503 ,713 

VSL (µm/s)    ,332 
ALH (µm) ,380   ,414 S2 
BCF (Hz)   ,422 ,395 

VSL (µm/s)   ,365 ,326 
S3 

STR (%)   ,348  

VCL (µm/s)   ,316  
VSL (µm/s)   ,330  
WOB (%) -,320   -,317 

 
 
 
 
 

SI 
 
 
 
 
 
 
 

S5 

ALH (µm)   ,339  

 

Tabla 4.65: Coe�cientes de correlación estadísticamente signi�cativos (p<0,05) entre los valores de los
diferentes parámetros cinéticos en la prueba del choque a frigore y los índices calculados postdescongela-
ción.

En las muestras sin cafeína, el WOB es el parámetro más correlacionado con la congelabili-

dad, tanto porque muestra signi�cación estadística en todos los tiempos analizados, excepto en

el S0, como porque presenta el valor más alto de todos, con un 0,50 en el S1, siendo todas las

correlaciones negativas, como también lo son las de las otras dos ratios de velocidad analizadas

(el LIN y el STR).
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4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

Las mejores correlaciones encontradas con la resistencia de la movilidad al proceso de con-

gelación/descongelación, con y sin cafeína, se observan en la ALH, que tanto en el S1 como en

el S3 y el S5, presenta signi�cación estadística en ambos casos, así como el valor más elevado de

todos en el S3.

En las muestras incubadas con cafeína los índices de correlación por regla general se elevan,

llegando hasta un 0,71 de correlación entre el STR con la resistencia de la movilidad a la crio-

preservación analizada con cafeína. Con respecto al índice de congelabilidad, las valoraciones

realizadas tras el choque efectuado a la hora de incubación a 20 ºC resultan las más correlaciona-

das, presentando valores de 0,52 y de 0,56 con la VSL y el STR, respectivamente. En el S1 estos

mismos parámetros son los que presentan las correlaciones más altas con los índices de resisten-

cia de la movilidad a la congelación sin cafeína. Por su parte, la resistencia del acrosoma a la

criopreservación no se ve correlacionada signi�cativamente con ninguno de los ocho parámetros

analizados en las muestras con cafeína.

Una vez observadas las correlaciones existentes, procedemos a realizar el análisis multivarian-

te de regresión para la congelabilidad de un eyaculado, utilizando para ello los valores mostrados

por cada parámetro, tanto en presencia como en ausencia de cafeína, después de cada uno de los

choques a frigore. Los resultados aparecen re�ejados en las tablas 4.66, 4.67, 4.68 y 4.69.

No es posible realizar modelos estadísticamente aceptables para la prueba del S0, ni con

cafeína ni sin ella, y tampoco para el S3 con cafeína. En las muestras sin cafeína, estos modelos

re�ejan correlaciones de 0,50 y de 0,57 en el S1 y en el S2, respectivamente, si bien, el porcentaje

de la varianza del índice de congelabilidad que es explicado por los parámetros en estas dos

pruebas es notablemente inferior, con valores respectivos de un 23,1 y un 29,2%. Los modelos

generados a partir de los valores observados en las pruebas realizadas con posterioridad a las 2

horas de incubación a 20 ºC de las muestras (S3 y S5), al contrario de lo que sucedía con los

parámetros estudiados en el experimento 1, re�ejan índices de regresión más bajos (del 17,0 y

del 20,9%, respectivamente).

147,360 23,768 6,200 ,000
-1,274 ,357 -,501 -3,565 ,001
-5,236 11,781 -,444 ,659
2,177 ,407 1,740 5,343 ,000
-1,720 ,443 -1,265 -3,886 ,000

(Constante)
WOB (%)

(Constante)
STR (%)
LIN (%)

Modelo

1

2

CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

S1

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.     n=40           r=0.501          r2=0.251         r2 correg.=0,231               Anova:           F=12,707                 p<0,01 
CAF.            n=40           r=0.714          r2=0.510         r2 correg.=0,483               Anova:           F=19,224                 p<0,01

.
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Tabla 4.66: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el S1.
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81,109 22,550 3,597 ,001
-,824 ,311 -,358 -2,645 ,012
,741 ,208 ,481 3,555 ,001

-48,177 34,023 -1,416 ,165
1,078 ,375 ,393 2,872 ,007

17,056 4,273 1,042 3,991 ,000
-,370 ,156 -,619 -2,373 ,023

(Constante)
WOB (%)

VSL (µm/s)
(Constante)

STR (%)
ALH (µm)

VCL (µm/s)

Modelo

2

3

CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

S2

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.       n=40         r=0.573           r2=0.328           r2 correg.=0,292                Anova:           F=9,039               p<0,01
CAF.             n=40         r=0.630           r2=0.397           r2 correg.=0,347                Anova:           F=7,913               p<0,01

.
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Tabla 4.67: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el S2.

99,468 12,359 8,048 ,000
-,693 ,231 -,437 -2,994 ,005

(Constante)
LIN (%)

Modelo

1

CAFEÍNA

NO

PRUEBA

S3

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

n=40             r=0.437             r2=0.191              r2 correg.=0,170                Anova:           F=8,961               p<0,01

.
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Tabla 4.68: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el S3.

122,465 17,795 6,882 ,000
-,889 ,264 -,479 -3,366 ,002

118,539 26,764 4,429 ,000
-,754 ,362 -,320 -2,086 ,044

(Constante)
WOB (%)

(Constante)
WOB (%)

Modelo

1

1

CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

S5

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.      n=40          r=0.479          r2=0.230           r2 correg.=0,209               Anova:           F=11,328               p<0,01
CAF.            n=40          r=0.320          r2=0.103           r2 correg.=0,079               Anova:           F=4,350                 p<0,05

.
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Tabla 4.69: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con los valores de los
parámetros cinéticos en el S5.

Los modelos obtenidos del análisis multivariante de regresión para las muestras a las que se

les añade cafeína, explican un mayor porcentaje de la varianza en el S1 y el S2, siendo de un

48,3% para el primero y de un 34,7% para el segundo. Sin embargo, el modelo establecido en el

S5 explica sólo un 7,9%, que es notablemente inferior al 20,9% que se obtenía tras ese choque

en las muestras sin cafeína.

Las ecuaciones de regresión generadas para las muestras sin cafeína son las siguientes:

S1: Congelabilidad = 147, 360 − 1, 274(WOB)

S2: Congelabilidad = 81, 109 − 0, 824(WOB) + 0, 741(V SL)
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S3: Congelabilidad = 99, 468 − 0, 693(LIN)

S5: Congelabilidad = 122, 465 − 0, 889(WOB)

Las ecuaciones de regresión generadas a partir de las muestras con cafeína son las siguientes:

S1: Congelabilidad = −5, 236 + 2, 177(STR) − 1, 720(LIN)

S2: Congelabilidad = −48, 177 + 1, 078(WOB) + 17, 056(ALH) − 0, 370(V CL)

S5: Congelabilidad = 118, 539 − 0, 754(WOB)

4.3.2. Estudio de subpoblaciones a partir de los parámetros cinéticos de los

espermatozoides

4.3.2.1. Determinación de las subpoblaciones cinéticas presentes en un eyaculado.

Siguiendo el proceso descrito en el epígrafe 3.7.2.2, obtenemos, mediante el método de las

K-means, el mejor agrupamiento de las células espermáticas al clasi�carlas en 40 bins. Una vez

determinado esto, procedemos a realizar, por medio de los algoritmos propuestos por Ciampi

et al. (2007), el árbol jerárquico o dendograma (�gura 4.46), a partir del cual se representa la

altura a la que se encuentran los nodos del mismo (�gura 4.47), para posteriormente concluir,

basándonos en estos dos grá�cos, que el número óptimo de subpoblaciones en que debemos

agrupar a los espermatozoides es de 3.

Para comprobar la validez de esta teoría, se procede a calcular el índice de Fowlkes-Mallows,

que resulta ser notablemente alto (0,87), y a realizar una representación de las densidades de los

datos de partida correspondiente a la proyección del análisis discriminante lineal (LDA), donde

se constata la existencia de dos focos principales, que agrupan a la mayor parte de los casos y

un tercero más tenue y disperso, que corresponde a la subpoblación con un menor número de

integrantes (�gura 4.48); en concreto, la subpoblación 1 (SP1) agrupa al 44,23%, la subpoblación

3 (SP3) al 41,23% y, �nalmente, la subpoblación 2 (SP2) al 14,54% restante. Por tanto, las células

espermáticas de las muestras iniciales se agrupan dentro de las diferentes subpoblaciones de una

forma desigual, reuniendo dos de ellas más del 85% de los espermatozoides.

El valor medio de los ocho parámetros cinéticos en cada una de estas subpoblaciones se

encuentra recogido en la tabla 4.70:

60,850 49,140 54,489 79,697 89,748 88,602 1,761 7,142
93,854 43,298 78,473 47,061 56,273 83,845 2,914 6,558
27,487 9,646 17,923 35,603 55,711 63,892 1,307 5,962

SUBPOBLACIÓN (SP1)
SUBPOBLACIÓN (SP2)
SUBPOBLACIÓN (SP3)

(µm/s)
VCL

(µm/s)
VSL

(µm/s)
VAP

(%)
LIN

(%)
STR

(%)
WOB

(µm)
ALH

(Hz)
BCF

PARÁMETROS CINÉTICOS
.
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Tabla 4.70: Promedio de los parámetros cinéticos en cada subpoblación.
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35 2823 19 21 530 4 36 1033 2 17 9 24 1116 13 38 20 34 1831 7 15 14 629 2540 2226 1239 8 3 32 1 27 37

Figura 4.46: Dendograma resultante de la aplicación de los algoritmos de Ciampi et al. (2007) donde
se establece el número de subpoblaciones cinéticas. Los números del eje horizontal representan los 40 bins
obtenidos inicialmente.
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Figura 4.47: Altura de los nodos de unión en el árbol jerárquico aglomerativo.

193



4.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.
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Figura 4.48: Distribución de densidades de los datos cinéticos tras su proyección.

4.3.2.2. Respuesta y evolución de las subpoblaciones cinéticas en las diferentes

pruebas.

Respuesta de las subpoblaciones cinéticas al proceso de criopreservación.

El análisis realizado sobre el porcentaje de espermatozoides calculado para cada subpoblación,

una vez realizada la descongelación (tabla 4.71) evidencia un espectacular incremento (p<0,01),

con respecto a los valores del T0, en el tamaño de la SP1, en detrimento de la SP3, que reduce su

promedio de forma notable (p<0,01). Por su parte, la SP2 permanece constante tras el proceso

de criopreservación, mostrando un porcentaje medio estadisticamente no signi�cativo (p>0,05)

respecto al observado en el semen fresco.

La adición de cafeína provoca, en las muestras de semen fresco, variaciones evidentes en

el tamaño de las diferentes subpoblaciones (p<0,05); así, la SP2 y la SP3 experimentan una

reducción a favor de la SP1, llegando ésta a albergar al 57,25% de los espermatozoides tras la

estimulación química. Por su parte, en las muestras descongeladas la adición de cafeína produce

cambios similares a los observados tras la criopreservación de las muestras, ya que se incrementa

el porcentaje de la SP1 (p<0,05), se reduce el de la SP3 (p<0,05) y se mantiene el de la SP2, si

bien, y a diferencia de lo que sucede en el proceso de congelación/descongelación, la tendencia

es a que en esta última subpoblación, se reduzcan los valores en lugar de aumentar.
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 RESPUESTA AL PROCESO DE CRIOPRESERVACIÓN 

 SUBPOBLACIONES 
 SP1 SP2 SP3 

 Media Desviación 
típica Media Desviación 

típica Media Desviación 
típica 

T0 44,23a 7,68 14,54a 6,52 41,23a 8,42 
Descongelado 64,34b 9,63 18,15a 8,17 17,52b 7,24 

T0 (CAF) 57,25a,* 7,14 8,84a,* 4,44 33,92a,* 8,65 

PR
U

EB
A

 

Descongelado (CAF) 78,28b,* 8,44 15,02a 9,12 6,71b,* 2,87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.71: Variación de la distribución de las subpoblaciones cinéticas tras el proceso de criopreserva-
ción.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre T0 y Descongelado, tanto en las muestras con

cafeína como en aquellas sin ella. La presencia de * revela diferencias signi�cativas (p<0,05) entre muestras con y sin

cafeína.

En la tabla 9.23 de los anexos, que recoge la comparación del tamaño de las subpoblaciones

espermáticas entre las dos razas analizadas, tanto en presencia como en ausencia de cafeína, se

observa que en ninguna de las muestras analizadas en el T0 aparecen diferencias entre ambas

razas, que sí surgen, en cambio, tras la descongelación (p<0,05), en la SP1 y la SP3 en las incu-

baciones sin cafeína y en la SP2 en las incubadas con cafeína.

Cuando se realiza la comparación de los resultados obtenidos para los ocho verracos utiliza-

dos en este experimento, se re�ejan diferencias (p<0,05) entre algunos de los promedios de las

diferentes subpoblaciones; en particular, para las muestras con cafeína (tabla 9.24 de los anexos),

se detectan diferencias entre animales en la SP2 y en la SP3 en el T0 y en la SP1 y en la SP2

tras la descongelación, y en las muestras sin cafeína (tabla 9.25 de los anexos) estas diferencias

únicamente surgen en las muestras descongeladas para las tres subpoblaciones.

Respuesta y evolución de las subpoblaciones cinéticas durante la prueba de la ter-

morresistencia.

El porcentaje de espermatozoides asignado a cada subpoblación, tanto para las muestras incu-

badas en ausencia como en presencia de cafeína, en los diferentes momentos de toma de muestras,

aparece especi�cado en las �guras 4.49 y 4.50.

Como puede apreciarse en la primera, en las tres subpoblaciones se produce una variación

cuando se realiza la incubación a 39 ºC, observándose, ya a la hora y media, un aumento (p<0,05)

de la SP1 y un descenso de las otras dos subpoblaciones (SP2 y SP3). A partir de entonces, en

la SP3 no se aprecian diferencias hasta las 7 horas, cuando se produce un incremento importante

en su tamaño, alcanzando valores similares a los que presenta en el eyaculado recién extraído.

En la SP1, por el contrario, se va produciendo un ligero incremento, de forma gradual, a lo largo

de la incubación, para experimentar una reducción signi�cativa (p<0,05) en sus valores en el T7.

La SP2, por su parte, presenta un descenso progresivo a lo largo de toda la incubación.
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 SIN CAFEÍNA 
 SUBPOBLACIONES 
 SP1 SP2 SP3 
 Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. 

T0 44,23a 7,68 14,54a 6,52 41,23a 8,42 
T1,5 66,67b 7,93 9,96b 6,47 23,39b 7,36 
T3 69,36bc 8,04 8,56b 8,83 22,08b 8,66 

T4,5 71,55bc 10,36 6,31bc 4,11 22,15b 11,12 

 
PR

U
EB

A
 

T7 54,49d 15,22 3,49c 3,70 42,03a 15,14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.49: Distribución de las tres subpoblaciones, en ausencia de cafeína, durante la prueba de la
termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.

Al incubar las muestras seminales en un medio enriquecido con cafeína (�gura 4.50), no se

aprecia una variación tan brusca como la observada al principio de la incubación en aquellas

muestras sin estimulación química, de forma que dos de las tres subpoblaciones van mostrando,

desde la etapa inicial y durante toda la incubación, cambios suaves y progresivos; en concreto,

en la SP1 se observa un incremento continuo durante toda la incubación, mientras que en la SP3

se produce un descenso progresivo (p<0,05), llegando a estabilizarse en las dos últimas tomas de

muestras (T4,5 y T7). Por último, en la SP2 los valores permanecen constantes, sin observarse

diferencias signi�cativas (p>0,05) entre ninguno de los distintos tiempos analizados.

En cuanto a las variaciones en el tamaño de las diferentes subpoblaciones en función de la

adición o no de cafeína al medio, no se muestran diferencias en ninguna de ellas en el T1,5 ni

en el T3, sólo se detectan en la SP2 y en la SP3 tras las 4,5 horas de incubación a 39 ºC y se

observan en todas ellas (p<0,01) tras las 7 horas (tabla 9.26 de los anexos).

En la tabla 9.23 de los anexos, donde se recoge la comparación del tamaño de las subpoblacio-

nes espermáticas entre las dos razas analizadas a lo largo de toda la prueba de la termorresistencia,

no se aprecian diferencias estadísticamente signi�cativas entre ambas razas en ausencia de cafeí-

na, en ninguna de las tomas de muestras realizadas. Sin embargo, tras la incubación con cafeína,

sí se observa una mayor variabilidad en función de la raza, sobre todo en la SP3, donde la raza

Large White muestra valores inferiores (p<0,05) en todos los tiempos dentro de la incubación, y
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en la SP2, donde esta misma raza presenta promedios superiores (p<0,05) en el T1,5 y en el T4,5.

La administración de cafeína produce diferencias (p<0,05) entre los diferentes verracos en

todas las subpoblaciones y en todos los tiempos de la incubación analizados (tabla 9.24 de los

anexos). Sin su presencia, en cambio, el tamaño de las subpoblaciones resulta más homogéneo

entre los diferentes animales, reduciéndose las diferencias entre ellos (p<0,05) a la SP1 y SP3 en

el T1,5, a la SP2 y SP3 en el T3, a la SP3 en el T4,5 y a la SP1 y SP2 tras la siete horas de

incubación (tabla 9.25 de los anexos).
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 CON CAFEÍNA 
 SUBPOBLACIONES 
 SP1 SP2 SP3 
 Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. 

T0 57,25a 7,14  8,85a 4,44 33,92a 8,65 
T1,5 68,49b 7,80 9,43a 6,88 22,08b 7,92 
T3 70,75bc 8,04 10,78a 9,92 18,46bc 8,66 

T4,5 72,41bc 10,21 13,08a 11,70 14,52c 9,64 

 
PR

U
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A
 

T7 75,62c 9,30 8,56a 9,86 15,83c 8,29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.50: Distribución de las tres subpoblaciones, en presencia de cafeína, durante la prueba de la
termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.

Respuesta y evolución de las subpoblaciones cinéticas en la prueba del choque a

frigore.

El porcentaje de espermatozoides asignado a cada subpoblación cinética tras la realización de

cada uno de los choques a frigore, así como el de referencia en el eyaculado recién extraído, tanto

sin cafeína en el medio de incubación como con ella, se re�ejan en las �guras 4.51 y 4.52.

En aquellas muestras incubadas sin el estimulante (�gura 4.51), los porcentajes de las diferen-

tes subpoblaciones experimentan cambios ostensibles (p<0,05) con respecto a los valores iniciales

en el eyaculado, tras la realización de casi todos los choques. A partir de la hora de incubación a

20 ºC, el tamaño de las diferentes subpoblaciones permanece estable (p>0,05) entre los diferentes

tiempos en los que se realiza la toma de muestras posterior a cada choque.
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 SIN CAFEÍNA 
 SUBPOBLACIONES 
 SP1 SP2 SP3 
 Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. 

T0 44,23a 7,68 14,54a 6,52 41,23a 8,42 
S0 35,10ab 21,26 40,45b 20,29 24,46b 18,59 
S1 25,60b 18,34 62,11c 20,08 12,30c 13,79 
S2 27,15b 15,77 62,05c 20,32 10,82c 9,23 
S3 27,18b 16,92 62,14c 19,75 10,68c 7,16 

 
PR

U
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S5 27,71b 16,18 58,03c 18,24 14,27c 7,65 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.51: Distribución de las tres subpoblaciones, en ausencia de cafeína, durante la prueba del
choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.

Los cambios apreciados en la distribución de las diferentes subpoblaciones espermáticas tras

la realización de un descenso brusco de la temperatura, se pueden resumir en un aumento im-

portante del tamaño de la SP2 y una reducción clara de los valores medios de la SP1 y más aún

de la SP3, siendo todas estas variaciones más patentes a partir de la hora de estabilización a 20 ºC.

Al incubar las muestras con cafeína (�gura 4.52) se observan unos resultados similares a los

obtenidos sin ella, con una reducción de la SP1 y de la SP3 y con un incremento de la SP2.

En la tabla 9.27 de los anexos aparecen re�ejadas las diferencias en el tamaño subpoblacional

en función de la administración o no de cafeína, observándose, para las muestras estimuladas, un

aumento de la SP1 (p<0,05) en todos los choques realizados excepto en el inicial, una reducción

en la SP2 (p<0,05) tras el choque realizado a las 2, 3 y 5 horas de incubación y una reducción

clara de la SP3 (p<0,05) en el S0 y en el S1.

En la tabla 9.28 de los anexos se re�eja el tamaño de las subpoblaciones espermáticas en las

dos razas analizadas, tanto en presencia como en ausencia de cafeína, en los diferentes puntos

de toma de muestras. No se observan diferencias (p>0,05) entre ambas razas tras ninguno de

los choques a frigore en aquellas muestras incubadas sin la citada sustancia, apareciendo éstas

(p<0,05), con la estimulación química de la cafeína, únicamente en la SP1 y en la SP2 tras el

S2.
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 CON CAFEÍNA 
 SUBPOBLACIONES 
 SP1 SP2 SP3 
 Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ.

T0 57,25a 7,14 8,84a 4,44 33,92a 8,65 
S0 42,10b 14,69 44,17bc 15,58 13,73b 11,69 
S1 38,30b 16,78 54,24d 16,86 7,46d 6,41 
S2 39,89b 14,330 50,41bcd 15,72 9,69bcd 6,61 
S3 38,46b 15,12 53,52cd 15,62 8,01cd 5,48 

 
PR
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S5 43,14b 16,67 43,87b 17,94 13,00bc 8,13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.52: Distribución de las tres subpoblaciones, en presencia de cafeína, durante la prueba del
choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre pruebas.

Al realizar la comparación de los resultados obtenidos sin cafeína para los diferentes animales

(tabla 9.29 de los anexos), se constata que las diferencias (p<0,05) entre verracos aparecen, para

la SP2, a la hora de incubación y a partir de entonces en todas las tomas de muestras; para la

SP1 (p<0,05) tras el S2, el S3 y el S5 y, �nalmente, en la SP3 las diferencias (p<0,05) surgen en

el S2 y en el S3. Con la administración de cafeína (tabla 9.30 de los anexos) la SP1 mani�esta

diferencias entre verracos (p<0,05) en todos los choques realizados; en la SP2 éstas se detectan

en todos ellos a excepción del S0, mientras que en la SP3 los valores obtenidos para cada animal

son similares (p>0,05) a partir del S1.

4.3.2.3. Respuesta de las subpoblaciones espermáticas en función de la aptitud para

la congelación de los diferentes eyaculados.

Distribución de las subpoblaciones cinéticas en el T0 en función de la aptitud para

la congelación de los eyaculados.

Como aparece re�ejado en las tablas 4.72 y 4.73, la distribución de las diferentes subpoblaciones

no se ve afectada al tener en cuenta la aptitud para la congelación. Así, aunque en las muestras

sin cafeína se aprecia una ligera tendencia a que los malos congeladores presenten valores más

bajos para la SP1 y más altos para la SP3, no se encuentran evidencias estadísticas al respecto.

Al realizar el análisis de las muestras con cafeína, las diferencias entre los valores medios de los

tres grupos se reducen aún más, no siendo, en ningún caso, estadísticamente signi�cativas.
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Respuesta de las subpoblaciones espermáticas en la termorresistencia en función de

la aptitud para la congelación de los eyaculados.

Los resultados del porcentaje de espermatozoides pertenecientes a cada uno de los grupos de

calidad establecidos, en cada uno de los tiempos de la termorresistencia en los que se analizaron

las muestras, aparecen recogidos en la tabla 4.72.

Cuando las muestras se incuban con estimulación química, no se observan diferencias (p>0,05)

en el tamaño de las distintas subpoblaciones entre los diferentes grupos de calidad, en ninguno de

los puntos de referencia establecidos. En las muestras sin cafeína únicamente aparecen (p<0,05)

en la SP3 tras mantenerlas durante una hora y media a 39 ºC.

SIN CAFEÍNA CON CAFEÍNA 

GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC  

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
SP1 46,34 10,60 44,81 6,68 40,80 7,27 59,11 9,41 56,47 7,33 57,72 5,06 
SP2 14,09 4,08 14,44 7,24 15,19 6,52 7,79 3,75 8,68 4,54 9,94 4,83 T0 
SP3 39,59 12,19 40,72 8,74 44,03 4,26 33,11 10,85 34,86 9,27 32,34 5,47 
SP1 65,61 7,53 68,77 8,12 62,56 6,55 67,79 8,44 69,72 8,17 66,13 6,52 
SP2 9,94 5,05 10,25 7,00 9,28 6,40 8,23 5,83 8,92 8,07 11,45 4,13 T1,5 
SP3 24,46a 7,86 20,98a 6,99 28,17b 5,72 23,99 6,57 21,36 9,09 22,41 6,05 
SP1 68,56 6,76 69,43 8,78 69,76 7,76 70,11 5,96 70,53 9,76 71,69 4,73 
SP2 8,19 3,47 9,15 11,32 7,45 3,73 7,00 5,72 13,49 11,87 7,20 3,99 T3 
SP3 23,26 6,65 21,42 9,54 22,79 8,38 22,89 6,69 15,97 10,02 21,08 3,28 
SP1 72,51 6,49 70,27 11,81 73,84 9,25 72,27 8,23 71,37 12,15 74,89 5,98 
SP2 7,07 4,91 6,37 4,61 5,64 2,03 8,81 4,29 15,20 14,33 11,18 7,06 T4,5 
SP3 20,41 8,43 23,38 12,59 20,51 9,59 18,94 9,85 13,42 10,91 13,95 5,29 
SP1 60,04 10,67 51,86 17,57 56,66 11,26 75,57 4,62 74,03 11,02 79,33 6,47 
SP2 2,54 3,04 3,68 4,03 3,69 3,55 4,13 1,58 11,45 12,17 5,00 2,67 

PR
U

EB
A

 

T7 
SP3 37,43 11,87 44,46 16,89 39,66 12,82 20,31 4,20 14,53 9,68 15,67 6,09 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.72: Distribución de cada subpoblación para cada grupo de calidad, establecido en función de su
aptitud para la congelación en el T0 y durante la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.

Respuesta de las subpoblaciones espermáticas tras un choque a frigore en función

de la aptitud para la congelación de los eyaculados.

Los porcentajes de espermatozoides pertenecientes a cada uno de los grupos de calidad estable-

cidos, obtenidos tras cada uno de los choques que se realizan a las muestras seminales aparecen

recogidos en la tabla 4.73, tanto en el supuesto de incubación con cafeína como sin ella. Cuando

las muestras se incuban sin estimulación química, se observan diferencias (p<0,05) en el tamaño

de la SP1 entre los diferentes grupos de calidad, en las valoraciones realizadas tras el S1, el S3 y

el S5, y en el tamaño de la SP2 en las realizadas después del S1 y el S5, permaneciendo la SP3

con valores similares en los tres grupos de calidad en todos los choques.

Cuando las muestras se incuban con cafeína no se observan diferencias (p>0,05) en el tamaño

de las distintas subpoblaciones entre los grupos de calidad en ninguno de los análisis efectuados

tras la realización de los diferentes choques.
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SIN CAFEÍNA CON CAFEÍNA 

GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC  

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
SP1 46,34 10,60 45,08 6,68 40,80 7,27 59,11 9,41 56,47 7,33 57,72 5,06 
SP2 14,09 4,08 14,40 7,29 15,19 6,52 7,79 3,75 8,68 4,54 9,94 4,83 T0 
SP3 39,59 12,19 40,50 8,53 44,03 4,26 33,11 10,85 34,86 9,27 32,34 5,47 
SP1 29,33 17,82 31,36 22,17 47,73 17,51 44,44 9,99 40,15 16,56 44,77 13,53 
SP2 40,50 13,79 44,88 19,68 30,23 23,33 45,46 9,43 46,19 15,91 38,84 18,22 S0 
SP3 30,17 11,96 23,76 21,44 22,07 15,68 10,09 7,38 13,68 11,95 16,40 13,77 
SP1 20,96a 10,85 20,45a 12,34 40,69b 25,88 36,47 15,23 40,47 14,44 34,60 22,93 
SP2 68,01a 14,73 68,18a 17,66 43,99b 18,82 54,74 16,18 51,22 13,57 60,82 23,12 S1 
SP3 11,03 6,84 11,37 14,98 15,34 15,18 8,79 3,59 8,31 6,80 4,56 6,59 
SP1 29,26 8,89 23,31 16,48 34,50 16,12 35,07 8,59 40,10 16,18 42,78 13,18 
SP2 60,97 12,30 66,89 20,71 51,65 21,42 55,00 10,10 50,13 18,38 47,85 12,39 S2 
SP3 9,80 5,87 9,80 9,02 13,87 11,55 9,93 4,02 9,76 6,46 9,36 8,73 
SP1 28,86ab 12,95 20,80a 15,65 40,66b 14,93 43,30 11,23 35,04 15,18 42,94 16,51 
SP2 60,51 17,03 67,67 18,87 50,53 19,91 47,93 13,69 56,39 15,72 50,81 16,58 S3 
SP3 10,61 6,98 11,52 7,18 8,80 7,61 8,76 4,23 8,56 6,00 6,24 5,05 
SP1 31,57ab 9,46 20,45a 14,61 41,68b 13,78 41,54 9,95 40,87 19,71 49,48 11,32 
SP2 51,50ab 13,16 65,50a 18,78 45,42b 10,52 44,14 16,12 47,69 18,82 34,89 15,11 

PR
U

EB
A

 

S5 
SP3 16,96 4,69 14,04 8,50 12,90 7,38 14,31 10,73 11,46 5,99 15,64 10,33 

 

Tabla 4.73: Distribución de cada subpoblación para cada grupo de calidad, establecido en función de su
aptitud para la congelación en el T0 y durante la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.

4.3.2.4. Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir del tamaño

de las subpoblaciones cinéticas.

Mediante los parámetros cinéticos del semen fresco.

La realización de los oportunos análisis para el cálculo de correlación entre el tamaño de las

distintas subpoblaciones en el T0 y los índices establecidos postdescongelación (congelabilidad,

resistencia a la criopreservación del acrosoma y de la movilidad, con y sin adición de cafeína), no

arroja ninguna correlación estadísticamente signi�cativa (p<0,05) en las muestras incubadas con

cafeína. Sin embargo, en aquellas otras sin el estimulante de la movilidad se establecen índices

de correlación con la congelabilidad de 0,419, para el tamaño de la SP1, y de -0,441 para la SP3

(tabla 4.74).

CAFEÍNA PRUEBA   CONGELABILIDAD 

SP1 Coef. Correlación ,419 
NO T0 

SP3 Coef. Correlación -,441 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.74: Coe�cientes de correlación estadísticamente signi�cativos (p<0,05) entre el tamaño de las
diferentes subpoblaciones en el T0 y los índices calculados postdescongelación.

Al realizar el análisis multivariante de regresión a partir del tamaño de las diferentes sub-

poblaciones en el T0, se comprueba que sólo puede establecerse un modelo estadísticamente

representativo, aunque sólo explica un 7,8% de la variabilidad posdescongelado de las muestras,
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modelo que se efectúa a partir de la variable SP3 en las aquellas incubadas sin cafeína (tabla

4.75); la fórmula resultante del mismo es la siguiente:

T0 (sin CAF.): Congelabilidad = 82, 093 − 0, 467(SP3)

82,093 9,487 8,653 ,000
-,467 ,226 -,318 -2,068 ,045

(Constante)
SP3

Modelo

1

CAFEÍNA

NO

PRUEBA

T0

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

     n=40              r=0.318              r2=0.101              r2 correg.=0,078                 Anova:             F=4,278                 p<0,05

.

Página 1

Tabla 4.75: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el T0.

Mediante los parámetros cinéticos observados en la prueba de la termorresistencia.

La evolución de las subpoblaciones en la prueba de la termorresistencia muestra escasas rela-

ciones signi�cativas con los índices posdescongelación; simplemente cabe mencionar la correlación

positiva observada en el T7, bajo la in�uencia de la cafeína, entre la SP2 y la congelabilidad de

las muestras, estimándose, en este caso, un valor de 0,355 (tabla 4.76). 
 
 
 
 
 

CAFEÍNA PRUEBA   CONGELABILIDAD 

SI T7 SP2 Coef. Correlación ,355 
 
 

Tabla 4.76: Coe�cientes de correlación estadísticamente signi�cativos (p<0,05) entre el tamaño de las
diferentes subpoblaciones en la prueba de la termorresistencia y los índices calculados postdescongelación.

Tras efectuar el análisis de regresión, sólo podemos establecer dos modelos a partir de los

datos recogidos en el estudio de las subpoblaciones espermáticas efectuado en los cuatro tiempos

de incubación; éstos corresponden a las muestras del T3 y del T7, ambas con incubación previa

en el medio enriquecido con cafeína y empleando el tamaño de la SP2 como única variable del

modelo (tablas 4.77 y 4.78). El porcentaje de varianza de la congelabilidad explicado, a partir

de las siguientes fórmulas, resulta de un 7,5% en el primero (T3) y de un 10,3% en el segundo

(T7).

T3 (con CAF.): Congelabilidad = 58, 634 + 0, 392(SP2)

T7 (con CAF.): Congelabilidad = 59, 053 + 0, 445(SP2)
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58,634 2,793 20,993 ,000
,392 ,192 ,315 2,043 ,048

(Constante)
SP2

Modelo

1

CAFEÍNA

SI

PRUEBA

T3

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

      n=40              r=0.315             r2=0.099              r2 correg.=0,075                  Anova:            F=4,172                p<0,05   

.
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Tabla 4.77: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el T3.

59,053 2,462 23,989 ,000
,445 ,190 ,355 2,341 ,025

(Constante)
SP2

Modelo

1

CAFEÍNA

SI

PRUEBA

T7

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

       n=40              r=0.335             r2=0.126              r2 correg.=0,103                   Anova:           F=5,482                p<0,05

.
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Tabla 4.78: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el T7.

Mediante los parámetros cinéticos observados en la prueba del choque a frigore.

Las valoraciones realizadas a las muestras en la prueba del choque a frigore resultan ser las

más e�caces a la hora de establecer relaciones sigini�cativas con los índices postdescongelación

establecidos (tabla 4.79). La mayoría de estas correlaciones aparecen con la congelabilidad, pe-

ro también se observan valores interesantes con la resistencia del acrosoma y de la movilidad,

valorando ésta tras la incubación con cafeína.

En las muestras sin cafeína podemos destacar el tamaño de la SP1, que presenta correlaciones

negativas con la congelabilidad de las muestras en todas las valoraciones realizadas a partir de la

hora de incubación, alcanzando su valor máximo en el S5 con un índice de -0,516. Por su parte,

la SP2 presenta correlaciones positivas con la congelabilidad, ofreciendo también valores intere-

santes, e incluso superiores en ocasiones a los observados para la SP1, como podemos constatar

en los índices calculados en el S1 y el S2.

La SP3 es la única subpoblación de las tres correlacionada signi�cativamente en el S0 con

algún índice posdescongelación, si bien, ni en este caso ni en el S5, lo es con la congelabilidad

sino con la resistencia del acrosoma, en el primer caso, y con la resistencia de la movilidad, con

cafeína, en el segundo.

Las muestras incubadas con cafeína muestran correlaciones signi�cativas en todos los choques

excepto en el S0, resultando éstas a partir del tamaño de la SP3, en el S1, el S2 y el S3 y a partir

del de la SP1 y de la SP2 en el S5; al igual que sucedía en las valoraciones realizadas sin cafeí-

na, las correlaciones observadas con algún índice posdescongelación diferente a la congelabilidad

aparecen con el tamaño de la SP3.
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CAFEÍNA PRUEBA   CONGELABILIDAD
RESIST. 

ACROSOMA A LA 
CONGEL. 

RESIST. MOVILIDAD 
(CAFEÍNA) A LA 

CONGEL. 
S0 SP3   ,384  

SP1  -,382   
S1 

SP2  ,424   

SP1  -,331   
S2 

SP2  ,348   

S3 SP1  -,385   

SP1  -,516   
SP2  ,390   

NO 

S5 
SP3    ,364 

S1 SP3  ,401   

S2 SP3    -,347 

S3 SP3   -,331  

SP1  -,405   

SI 

S5 
SP2  ,415   

 

Tabla 4.79: Coe�cientes de correlación estadísticamente signi�cativos (p<0,05) entre el tamaño de las
diferentes subpoblaciones en la prueba del choque a frigore y los índices calculados postdescongelación.

Tras establecer las correlaciones existentes, se efectúa el análisis multivariante de regresión

para la congelabilidad de los eyaculados, empleando el tamaño de las tres subpoblaciones después

de cada choque, tanto en presencia como en ausencia de cafeína. Los resultados se muestran en

las tablas 4.80, 4.81, 4.82 y 4.83.

No se pueden realizar modelos estadísticamente aceptables para la prueba del S0, ni con

cafeína ni sin ella, como tampoco se puede para el S2 ni para el S3 con cafeína. En todos los

modelos creados se incluye una sola variable, siendo la SP1 la utilizada en el del S3 y el del S5

sin cafeína, explicando a partir de ellos un 12,6 y un 24,7% de la varianza de la congelabilidad,

respectivamente; se emplea la SP2 en los modelos del S1 y del S2 sin cafeína y del S5 con ella,

proporcionando una explicación de la congelabilidad de las muestras del 15,8, del 9,8 y del 15,1%,

respectivamente; y por último, se recurre a la SP3 para establecer el modelo más apropiado a

partir de los valores de las muestras incubadas con cafeína en el S1, con el que la explicación de

la varianza es de un 13,9%. Las ecuaciones de regresión generadas a partir de los citados modelos

son las siguientes:

S1 (sin CAF.): Congelabilidad = 46, 657 + 0, 261(SP2)

S1 (con CAF.): Congelabilidad = 57, 088 + 0, 774(SP3)

S2 (sin CAF.): Congelabilidad = 49, 716 + 0, 212(SP2)

S3 (sin CAF.): Congelabilidad = 70, 488 − 0, 281(SP1)

S5 (sin CAF.): Congelabilidad = 73, 762 + −0, 394(SP1)

S5 (con CAF.): Congelabilidad = 50, 315 + 0, 286(SP2)
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46,657 5,890 7,922 ,000
,261 ,090 ,424 2,888 ,006

57,088 2,801 20,381 ,000
,774 ,286 ,401 2,701 ,010

(Constante)
SP2

(Constante)
SP3

Modelo

1

1

 
CAFEÍNA

NO

SI

PRUEBA

S1

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.     n=40          r=0.424            r2=0.180           r2 correg.=0,158               Anova:           F=8,338             p<0,01
CAF.           n=40          r=0.401           r2=0.161            r2 correg.=0,139               Anova:           F=7,295             p<0,05

.
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Tabla 4.80: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el S1.

49,716 6,027 8,249 ,000
,212 ,092 ,348 2,292 ,028

(Constante)
SP2

Modelo

1

CAFEÍNA

NO

PRUEBA

S2

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

      n=40              r=0.348             r2=0.121              r2 correg.=0,098                  Anova:            F=5,252                p<0,05    

.
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Tabla 4.81: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el S2.

70,488 3,486 20,221 ,000
-,281 ,109 -,385 -2,570 ,014

(Constante)
SP1

Modelo

1

CAFEÍNA

NO

PRUEBA

S3

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

    n=40                  r=0.385              r2=0.148              r2 correg.=0,126                   Anova:            F=6,604              p<0,05

.
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Tabla 4.82: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el S3.

73,762 3,393 21,741 ,000
-,394 ,106 -,516 -3,710 ,001

50,315 4,807 10,466 ,000
,286 ,102 ,415 2,814 ,008

(Constante)
SP1

(Constante)
SP2

Modelo

1

1

CAFEÍNA 

NO

SI

PRUEBA

S5

B Error típ.

Coeficientes no
estandarizados

Beta

Coeficientes
estandarizados

t Sig.

NO CAF.      n=40           r=0.516           r2=0.266             r2 correg.=0,247               Anova:         F=13,516            p<0,01 
CAF.            n=40           r=0.415           r2=0.172             r2 correg.=0,151               Anova:         F=7,916              p<0,01

.
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Tabla 4.83: Modelo multivariante de regresión para la congelabilidad calculado con el tamaño de las
diferentes subpoblaciones espermáticas en el S5.

205



4.4 Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore

4.4. Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore

4.4.1. In�uencia de la presencia de la gota citoplasmática en la resistencia

celular al choque a frigore

En la tabla 4.84, que muestra los porcentajes de cada una de las seis categorías morfológi-

cas resultantes de la evaluación de las muestras sometidas a los choques a frigore, además del

porcentaje medio que éstas presentaban en el eyaculado, se comprueba que ninguna categoría

permanece, tras la realización de cada choque, con valores similares a los mostrados en la valo-

ración del semen fresco (eyaculado).
 
 
 
 

 CATEGORIA MORFOLÓGICA 

  NORMALES GP GD COLA+GOTA COLA CABEZA 

  n Media 
Desv. 

típ. Media
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media
Desv
. típ. Media

Desv
. típ. 

EYACUL. 14 76,86ª 11,18 6,57ª 5,91 12,57ª 7,86 2,79a 1,89 ,93ª ,92 ,29a ,47 
S0 14 28,57b 17,58 17,00b 12,88 32,43b 11,13 22,00b 11,23 ,00b ,00 ,00b ,00 
S1 14 44,86bc 26,48 22,00b 22,28 26,43ab 7,11 6,71ª 3,89 ,00b ,00 ,00b ,00 
S2 14 52,00bc 27,50 20,86b 19,45 22,43abc 9,25 4,43ª 3,61 ,29b ,73 ,00b ,00 
S3 14 57,29ab 26,06 18,57b 19,93 20,43bc 11,67 3,57ª 3,16 ,14b ,53 ,00b ,00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.84: Porcentaje de espermatozoides vivos de cada una de las categorías morfológicas analizadas
tras la realización del choque a frigore.
Distintos superíndices indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre las valoraciones realizadas dentro de cada

categoría morfológica.

Las mayores diferencias se producen después del choque inicial (S0), con el que todas las

categorías cambian de forma notable, especialmente el grupo �COLA+GOTA�, que engloba a

aquellos espermatozoides que presentan una torsión a nivel de la cola y, además, la presencia

de una gota citoplasmática distal (GCD), que experimenta un sorprendente aumento en su por-

centaje medio, pasando de un 2,79% a un 22,0%. Como este incremento puede ser debido a

que muchos de los espermatozoides integrados en el grupo GD (formado por los espermato-

zoides cuya única diferencia morfológica con los normales es la presencia de una gota distal),

hayan experimentado, como consecuencia del descenso brusco de temperatura, una torsión de

la cola alrededor de la gota citoplasmática, a partir de este momento aquellos espermatozoides

que originariamente pertenecían al grupo �COLA+GOTA� serán incluidos para el análisis de

los resultados en el grupo GD, considerando como la característica que los de�ne únicamente la

presencia de la GCD. Una vez realizada esta corrección, los datos se recogen en la tabla 4.85, en

la que se comprueba la drástica reducción del porcentaje de espermatozoides morfológicamente

normales experimentada tras el S0, que pasa de un 76,9±11,2% a un 28,6±17,6%, porcentaje
que va después ascendiendo a medida que transcurre el tiempo de incubación, hasta llegar a

valores estadísticamente similares a los del eyaculado.

En cambio, el porcentaje de espermatozoides que presentan una gota citoplasmática, ya

sea distal o proximal, se incrementa de forma signi�cativa (p<0,05) respecto a los valores del

semen fresco, en todas las valoraciones efectuadas tras los choques, alcanzando máximas de un
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54,4±9,3% en el grupo GD tras el S0 y de un 22,0±22,3% en el grupo GP tras el S1.

Por su parte, las otras dos categorías, que encuadran a los espermatozoides con alteraciones

a nivel de la cabeza o de la cola, parten ya de un porcentaje muy bajo, que se reduce (p<0,05)

aún más tras los choques, llegando incluso a ser cero en muchos casos.
 
 
 
 
 
 

 CATEGORIA MORFOLÓGICA 

  NORMALES GP GD COLA CABEZA 

  n Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv. típ. 
EYACUL. 14 76,86ª 11,18 6,57ª 5,91 15,36ª 7,37 ,93ª ,92 ,29a ,47 
S0 14 28,57b 17,58 17,00b 12,88 54,43b 9,35 ,00b ,00 ,00b ,00 
S1 14 44,86bc 26,48 22,00b 22,28 33,14b 8,37 ,00b ,00 ,00b ,00 
S2 14 52,00bc 27,50 20,86b 19,45 26,86b 11,76 ,29b ,73 ,00b ,00 
S3 14 57,29ab 26,06 18,57b 19,93 24,00b 11,79 ,14b ,53 ,00b ,00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.85: Porcentaje corregido de espermatozoides vivos de cada una de las categorías morfológicas
analizadas tras la realización del choque a frigore.
Distintos superíndices indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre las valoraciones realizadas dentro de cada

categoría morfológica.

Con el �n de intentar determinar si la presencia de una gota citoplasmática es un indicativo

de una menor susceptibilidad al choque a frigore, procedemos a calcular la variación porcentual,

con respecto a los valores del eyaculado, que experimentan los espermatozoides morfológicamen-

te normales (grupo �normal�), los que tienen gota citoplasmática (grupo �gota�, que comprende

a los grupos GD y GP), y el resto de las categorías analizadas, que quedan englobadas en un

tercer grupo (�otros�). En la tabla 4.86, donde aparecen recogidas las variaciones experimenta-

das tras los choques en el grupo �normal� y el grupo �gota�, se evidencian diferencias claramente

signi�cativas (p<0,05), como ya se podía intuir con los valores recogidos en las tablas 4.84 y 4.85.

 
 
 

CATEGORÍA MORFOLÓGICA 
NORMAL GOTA OTROS 

 n Media 
Desv. 

típ. n Media 
Desv. 

típ. n Media 
Desv. 

típ. 
% VARIACIÓN (EYAC-S0) 14 -64,95a 17,86 28 302,95b 256,58 28 * * 
% VARIACIÓN  (EYAC-S1) 14 -44,06a 29,89 28 171,93b 161,83 28 * * 
% VARIACIÓN  (EYAC-S2) 14 -34,61a 29,64 28 142,66b 163,92 28 * * 
% VARIACIÓN  (EYAC-S3) 14 -27,65a 26,87 28 93,12b 124,29 28 * * 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.86: Variación, con respecto a los valores del eyaculado, del porcentaje de espermatozoides nor-
males, con presencia de gota citoplasmática y con otras alteraciones morfológicas.
Distintos superíndices indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre categorías morfológicas para cada intervalo

de tiempo.

* denota la imposibilidad de realizar el cálculo como consecuencia de valores iguales a 0 en la categoría corres-

pondiente del eyaculado.

La mayor variación aparece tras el S0, donde los valores iniciales para este segundo grupo

se incrementan más de un 300%, mientras que en el �normal� el valor desciende casi un 65%.

Estas diferencias van reduciéndose progresivamente a medida que transcurre el tiempo de incu-
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bación a 20 ºC, quedando, tras el S3, en un incremento de células con gota citoplasmática de un

93,1±124,3% y una reducción de normales de un 27,7±26,9%.

Otro de los objetivos ha sido determinar si este incremento de la resistencia de los esperma-

tozoides con gota citoplasmática, varía en función de la diferente localización de la misma en la

estructura espermática. La tabla 4.87 recoge la variación experimentada en las cinco categorías

morfológicas establecidas en un principio. Los espermatozoides con GCD incrementan su resis-

tencia, en el S0, en un 313,9±154,5% para, posteriormente, tras el S1, el S2 y el S3, presentar

valores medios de un 150,3±94,0%, un 85,1±64,0% y un 65,2± 80,2%, respectivamente.

Por su parte, el grupo GP presenta, en casi todos los choques, incrementos estadísticamente

similares (p>0,05) a los observados en el grupo GD, con una única excepción, que tras el S2 se

mantiene el incremento medio en un 200,2±211,1%, mientras que en el grupo GD baja hasta

poco más de un 85%, para igualarse de nuevo desde el punto de vista estadístico una vez realiza-

do el S3, al producirse una bajada pronunciada de la resistencia de los espermatozoides con GCP. 
 
 
 
 

 CATEGORIA MORFOLÓGICA 

  NORMALES GP GD COLA CABEZA 

  n Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv
. típ. 

% VARIACIÓN  
(EYAC-S0) 14 -64,95ª 17,86 291,97b 335,56 313,93b 154,49 * * * * 

% VARIACIÓN  
(EYAC-S1) 14 -44,06ª 29,89 193,61b 211,09 150,25b 93,92 * * * * 

% VARIACIÓN  
(EYAC-S2) 14 -34,61ª 29,64 200,20b 211,13 85,12c 63,99 * * * * 

% VARIACIÓN  
(EYAC-S3) 14 -27,65a 26,87 121,09b 154,80 65,15b 80,21 * * * * 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.87: Variación, con respecto a los valores del eyaculado, del porcentaje de las diferentes categorías
morfológicas analizadas.
Distintos superíndices indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre categorías morfológicas para cada intervalo

de tiempo.

* denota la imposibilidad de realizar el cálculo como consecuencia de valores iguales a 0 en la categoría corres-

pondiente del eyaculado.

4.4.2. Efecto del diluyente comercial y de la presencia de plasma seminal en

la resistencia al choque a frigore

En las tablas 4.88 y 4.91 se re�ejan los porcentajes medios de integridad de la membrana plas-

mática y acrosómica recogidos tras los diferentes choques, tanto para cada uno de los diluyentes

empleados en la dilución y redilución de las muestras (BTS y MR-A), como para cada uno de los

tres grupos creados en función del momento en el que se elimina de éstas el plasma seminal: al

inicio de la prueba (grupo CI), al realizar el choque (grupo CMto) y en ningún momento (grupo

SC).
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4.4.2.1. Integridad de la membrana plasmática.

Con ambos diluyentes y en los tres grupos, a medida que transcurre el tiempo de incubación

previo, se produce un aumento evidente (p<0,01) de la resistencia de la membrana plasmática a

los diferentes choques a frigore (tabla 4.88).

 

% INTEGRIDAD MEMBRANA PLASMÁTICA 
 CENTRIFUGACIÓN  

GRUPO CI GRUPO CMto GRUPO SC  

n Media Desv. 
típ. n Media Desv. 

típ. n Media Desv. 
típ. 

S0 16 5,41a 3,03 16 5,41a 3,03 16 5,44a 3,09 
S1 16 18,39b 8,61 16 24,44b 7,26 16 24,39b 8,09 
S2 16 26,89c 6,99 16 36,33b 13,84 16 36,31c 15,17 

BTS  

S3 16 32,16c 12,40 16 40,86c 17,49 16 38,45c 14,93 
S0 16 8,09a 6,09 16 8,11a 6,10 16 10,80a 8,16 
S1 16 23,84b 9,05 16 32,23b 8,29 16 29,03b 7,56 
S2 16 32,47b 12,31 16 47,97c 14,76 16 43,81c 15,68 

D
IL

U
YE

N
TE

 

MR-A  

S3 16 42,61c 12,67 16 54,23c 16,15 16 48,14c 13,83 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.88: Resultados medios de integridad de la membrana plasmática obtenidos para cada grupo de
muestras.
Distintos superíndices revelan diferencias estadísticamente signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de incubación

previos a los choques.

Para poder estudiar la in�uencia sobre la resistencia de esta estructura, tanto del diluyente

utilizado como del momento de eliminación del plasma, o bien, la interacción de estos dos facto-

res, se realiza un ANOVA factorial, cuyos resultados se re�ejan en la tabla 4.89. En ella podemos

comprobar que la signi�cación mostrada por la variable �diluyente�, que engloba a los dos dilu-

yentes utilizados, resulta inferior a la establecida en 0,05, en todos los tiempos de incubación, lo

cual permite concluir que la resistencia de la membrana plasmática al choque es diferente en las

muestras incubadas con BTS y en aquellas diluidas en MR-A.

Por su parte, el momento en el que se realiza la eliminación del plasma seminal (variable

�centrifugación�), también tiene una incidencia importante sobre la resistencia de la membrana

al choque a frigore, como indican los correspondientes valores de signi�cación calculados al ana-

lizar las medias observadas en los diferentes grupos (p<0,05).

En la citada tabla también podemos observar, tomando como referencia el valor de signi�-

cación, que en ninguna de las pruebas se produce interacción entre las dos variables analizadas

(�diluyente� y �centrifugación�); este hecho nos permite anticipar que el efecto producido por el

diluyente sobre la resistencia de la membrana plasmática, no tiene por qué ser diferente para

cada uno de los grupos de centrifugación.
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Variable dependiente: VALORES

385,32 5 77,06 2,74 ,02
4989,61 1 4989,61 177,20 ,00
307,81 1 307,81 10,93 ,00
39,83 2 19,92 ,71 ,49

37,68 2 18,84 ,67 ,51

2534,24 90 28,16
7909,16 96
2919,55 95
1814,27 5 362,85 5,44 ,00
61877,14 1 61877,14 928,02 ,00
853,55 1 853,55 12,80 ,00
917,74 2 458,87 6,88 ,00

42,97 2 21,49 ,32 ,73

6000,87 90 66,68
69692,28 96
7815,14 95
4637,59 5 927,52 5,12 ,00

133541,65 1 133541,65 737,83 ,00
1629,40 1 1629,40 9,00 ,00
2854,61 2 1427,31 7,89 ,00

153,57 2 76,79 ,42 ,66

16289,36 90 180,99
154468,59 96
20926,94 95
4723,94 5 944,79 4,38 ,00

175377,61 1 175377,61 812,72 ,00
2996,02 1 2996,02 13,88 ,00
1667,22 2 833,61 3,86 ,02

60,70 2 30,35 ,14 ,87

19421,20 90 215,79
199522,74 96
24145,13 95

Fuente
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida

PRUEBA

S0

S1

S2

S3

Suma de
cuadrados

tipo III gl
Media

cuadrática F Significación

.
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Tabla 4.89: Resultados obtenidos tras la realización del análisis factorial de la varianza para la integridad
de la membrana plasmática.

Al analizar de forma individual cada una de estas variables, se comprueba que en la variable

�centrifugación� (�gura 4.53), tras la realización del choque a frigore inicial (S0), no se aprecian

diferencias estadísticamente signi�cativas (p>0,05) entre las tres categorías establecidas, que sí

aparecen a partir de la hora de permanencia de las muestras a 20 ºC, concretamente, aquellas a

las que se les ha eliminado el plasma desde un primer momento (grupo CI) presentan resultados

medios inferiores (p<0,05) a los otros dos grupos después del S1 y del S2 y al grupo CMto tras

el S3. En todos los choques realizados, excepto en el inicial, se observa el mismo patrón: los

resultados medios más bajos corresponden al grupo CI y los más altos al grupo CMto, presen-

tando valores intermedios el grupo que engloba a las muestras sin centrifugar (grupo SC) pero
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sin aparecer, en ningún caso, diferencias estadísticamente signi�cativas con el grupo CMto.
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Figura 4.53: Porcentajes de integridad de la membrana plasmática obtenidos en los tres grupos de
centrifugación tras los diferentes choques.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos.

Al examinar la respuesta de estos tres grupos dentro de cada uno de los diluyentes empleados,

y sin tener en cuenta el tiempo previo que permanecieron las muestras a 20 ºC (tabla 4.90), se

puede apreciar más o menos el mismo patrón en ambos, pues el grupo CI sigue presentando

unos valores medios más bajos, si bien, las diferencias estadísticamente signi�cativas (p<0,05)

entre este grupo y los otros dos sólo surgen con el BTS, mientras que con el MR-A únicamente

aparecen en la comparación con el grupo CMto.

Si además tenemos en cuenta el tiempo previo de incubación, nos encontramos con un patrón

similar, ya que exceptuando el inicial, en todos los tiempos considerados las medias más bajas

corresponden al grupo CI y las más altas al grupo CMto. No obstante, en aquellas muestras

diluidas con BTS sólo se aprecian diferencias signi�cativas entre los tres grupos en el S3, per-

maneciendo, con medias estadísticamente similares entre el grupo CMto y el SC, en los choques

realizados a la hora y a las dos horas. Por otro lado, en aquellas muestras diluidas con MR-A,

estas diferencias entre los tres grupos aparecen en prácticamente todos los tiempos (S1, S2 y S3).

Con respecto a la in�uencia de los diferentes diluyentes comerciales, al analizar los datos ob-

tenidos, se observa que todas las muestras diluídas con MR-A presentan porcentajes medios de

integridad de la membrana plasmática superiores (p<0,05) a los de aquellas en las que se emplea

BTS, tanto en general para cada choque realizado, como en función del momento de eliminación

del plasma seminal.
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% INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

 CENTRIFUGACIÓN   
GRUPO CI GRUPO CMto GRUPO SC Total 

 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
S0 5,41a 3,03 5,41a 3,03 5,44a 3,09 5,42 2,99 
S1 18,39a 8,61 24,44b 7,26 24,39b 8,09 22,41 8,34 
S2 26,89a 6,99 36,33b 13,84 36,31b 15,17 33,18 13,05 
S3 32,16a 12,40 40,86b 17,49 38,45c 14,93 37,16 15,22 

 BTS 

Total 20,71a 13,11 26,76b 18,00 26,15b 17,32 24,54 16,43 
S0 8,09a,* 6,09 8,11a,* 6,10 10,80b,* 8,16 9,00* 6,83 
S1 23,84a,* 9,05 32,23b,* 8,29 29,03c,* 7,56 28,37* 8,86 
S2 32,47a,* 12,31 47,97b,* 14,76 43,81c,* 15,68 41,42* 15,50 
S3 42,61a,* 12,67 54,23b,* 16,15 48,14c,* 13,83 48,33* 14,78 

D
IL

U
YE

N
TE

 

 MR-A 

Total 26,75a,* 16,29 35,64b,* 21,47 32,95ab,* 18,73 31,77* 19,21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.90: Porcentajes medios de integridad de la membrana plasmática en función tanto del diluyente
empleado como del momento de eliminación del plasma seminal.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los grupos de centrifugación.

* indica diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los diluyentes empleados.

4.4.2.2. Integridad de la membrana acrosómica.

De forma similar a lo observado en el análisis de la integridad de la membrana plasmática, el

acrosoma va adquiriendo una mayor resistencia al choque a frigore a medida que va transcurrien-

do el tiempo de incubación a 20 ºC, con independencia del diluyente empleado y del momento

de eliminación del plasma seminal (tabla 4.91).

 

% INTEGRIDAD MEMBRANA ACROSÓMICA 
 CENTRIFUGACIÓN  

GRUPO CI GRUPO CMto GRUPO SC  

n Media Desv. 
típ. n Media Desv. 

típ. n Media Desv. 
típ. 

S0 16 7,70a 3,56 16 7,72a 3,57 16 7,77a 4,78 
S1 16 14,08b 5,39 16 17,31b 5,27 16 16,83b 5,67 
S2 16 19,91c 6,23 16 23,52c 6,07 16 21,45b 6,41 

BTS  

S3 16 25,58d 5,52 16 29,31d 4,34 16 28,78c 4,81 
S0 16 8,55a 4,62 16 8,56a 4,61 16 8,94a 5,67 
S1 16 16,25b 6,18 16 20,56b 6,20 16 18,83b 5,69 
S2 16 22,36c 6,94 16 26,83c 7,16 16 25,11c 7,45 

D
IL

U
YE

N
TE

 

MR-A  

S3 16 28,44d 7,23 16 34,39d 5,95 16 32,16d 6,26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4.91: Resultados medios de integridad de la membrana acrosómica obtenidos para cada grupo de
muestras.
Distintos superíndices revelan diferencias estadísticamente signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de incubación

previos a los choques.

Al realizar el ANOVA factorial con el �n de determinar la in�uencia de las variables �dilu-

yente� y �centrifugación� sobre la integridad del acrosoma tras un choque por frío, se desprenden
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4. Resultados

resultados muy parecidos a los recogidos para la integridad de la membrana plasmática.

Como se observa en la tabla 4.92, tampoco se aprecia aquí interacción entre las dos variables

analizadas en ninguna de las pruebas efectuadas, pero sí podemos constatar que en la mayoría de

éstas existe una variación (p<0,05) en la respuesta del acrosoma al descenso brusco de tempera-

tura, tanto en función del diluyente como del momento de eliminación del plasma seminal. Esto

no se evidencia únicamente en el S0, donde el valor de las signi�caciones nos permite concluir que

los cambios acaecidos en la integridad acrosómica son similares en los dos diluyentes empleados,

así como en los tres grupos de centrifugación establecidos.

Al analizar individualmente los datos recogidos para la variable �centrifugación� (�gura 4.54),

se observa que las diferencias entre los tres grupos (p<0,05) se producen en los choques realizados

a la hora, a las 2 y a las 3 horas de incubación, presentando todos ellos la misma tendencia: el

grupo CMto muestra la mayor resistencia del acrosoma al choque a frigore, el grupo CI la me-

nor y el grupo SC los valores intermedios y sin signi�cación estadística (p>0,05) con los otros dos.
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Figura 4.54: Porcentajes de integridad de la membrana acrosómica obtenidos en los tres grupos de
centrifugación tras los diferentes choques.
Diferentes superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos.

Al analizar la respuesta de los tres grupos en función del diluyente empleado (tabla 4.93), se

aprecia que los valores medios recogidos a partir de la hora de incubación en los grupos CMto y

SC son superiores (p<0,05), en prácticamente todas las valoraciones, a los del grupo CI, tanto

en las muestras diluídas en MR-A como en aquellas otras en las que utilizó el BTS, exceptuando

el S2 y para este último diluyente, en el que, aun siendo un valor medio más alto el del grupo

SC, no se aprecia signi�cación estadística con el CI.

Por otra parte, también a partir de la hora de incubación, en la dilución con MR-A se observa
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4.4 Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore

que las muestras a las que se les eliminó el plasma seminal en el momento del choque (CMto)

mostraron valores más altos (p<0,05) que aquellas en las que permaneció durante toda la prueba

(SC), mientras que con el BTS estas diferencias sólo se pudieron establecer en el S2.

Variable dependiente: VALORES

23,41 5 4,68 ,23 ,95
6464,23 1 6464,23 314,87 ,00
21,81 1 21,81 1,06 ,31
1,02 2 ,51 ,02 ,98

,57 2 ,29 ,01 ,99

1847,71 90 20,53
8335,34 96
1871,12 95
394,85 5 78,97 2,39 ,04

28768,18 1 28768,18 872,05 ,00
146,64 1 146,64 4,45 ,04
240,82 2 120,41 3,65 ,03

7,39 2 3,70 ,11 ,89

2969,04 90 32,99
32132,07 96
3363,89 95
504,26 5 100,85 2,23 ,06

51652,69 1 51652,69 1140,75 ,00
236,55 1 236,55 5,22 ,02
261,57 2 130,78 2,89 ,06

6,14 2 3,07 ,07 ,93

4075,18 90 45,28
56232,13 96
4579,44 95
761,26 5 152,25 4,58 ,00

85114,91 1 85114,91 2560,75 ,00
341,27 1 341,27 10,27 ,00
398,43 2 199,21 5,99 ,00

21,57 2 10,79 ,32 ,72

2991,44 90 33,24
88867,61 96
3752,70 95

Fuente
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida
Modelo corregido

Intersección
DILUYENTE

CENTRIFUGACIÓN
DILUYENTE *

CENTRIFUGACIÓN
Error
Total

Total corregida

PRUEBA

S0

S1

S2

S3

Suma de
cuadrados

tipo III gl
Media

cuadrática F Significación

.
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Tabla 4.92: Resultados obtenidos tras la realización del análisis factorial de la varianza para la integridad
de la membrana acrosómica.

Al igual que sucedía con la membrana plasmática, la dilución del semen con el diluyente

MR-A provoca, en todos los grupos de centrifugación y en todos los tiempos de incubación es-

tablecidos, que los espermatozoides adquieran una mayor resistencia del acrosoma al choque a

frigore que en el caso del BTS (tabla 4.93).
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% INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA ACROSÓMICA 

 CENTRIFUGACIÓN   
GRUPO CI GRUPO CMto GRUPO SC Total 

 

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
S0 7,70a 3,56 7,72a 3,57 7,77a 4,78 7,73 3,93 
S1 14,08a 5,39 17,31b 5,27 16,83b 5,67 16,08 5,52 
S2 19,91a 6,23 23,52b 6,07 21,45a 6,41 21,63 6,28 
S3 25,58a 5,52 29,31b 4,34 28,78b 4,81 27,89 5,09 

 BTS 

Total 16,82a 8,45 19,47a 9,38 18,71a 9,35 18,33 9,09 
S0 8,55a,* 4,62 8,56a,* 4,61 8,94a,* 5,67 8,68* 4,89 
S1 16,25a,* 6,18 20,56b,* 6,20 18,83c,* 5,69 18,55* 6,16 
S2 22,36a,* 6,94 26,83b,* 7,16 25,11c,* 7,45 24,77* 7,28 
S3 28,44a,* 7,23 34,39b,* 5,95 32,16c,* 6,26 31,66* 6,83 

D
IL

U
YE

N
TE

 

 MR-A 

Total 18,90a,* 9,66 22,59a,* 11,22 21,26a,* 10,58 20,91* 10,56 
 
 

Tabla 4.93: Porcentajes medios de integridad de la membrana acrosómica en función tanto del diluyente
empleado como del momento de eliminación del plasma seminal.
Diferentes superíncices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los grupos de centrifugación.

* indica diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los diluyentes empleados.

4.4.3. In�uencia del tiempo de incubación previo sobre la congelabilidad es-

permática

La tabla 4.94 muestra los valores medios de integridad de la membrana plasmática y del acro-

soma, así como el promedio de movilidad total que mostraron los eyaculados utilizados, tanto

en el momento de la recepción de los mismos en el laboratorio, como una vez trancurridos los

diferentes tiempos de incubación a 15 ºC, justo antes de proceder a realizar los choques a frigore

o las centrifugaciones pertinentes del proceso de congelación.

8 94,20a 5,38 89,19a 1,93 97,88a 1,46
8 92,70a 4,79 88,63a 1,43 97,75a 1,16
8 92,74a 5,01 87,50a 1,51 96,75a 1,04
8 91,34a 5,15 87,06ab 1,64 95,75a 1,39
8 80,46b 6,62 84,50b 2,76 93,38b 2,45

TIEMPO
INCUBACIÓN

0 HORAS
3 HORAS
6 HORAS

12 HORAS
24 HORAS

n Media Desv. típ.
% MOVILIDAD

Media Desv. típ.

% INTEGR. MEMB.
PLASMÁTICA

Media Desv. típ.

% INTEGR. MEMB.
ACROSÓMICA

PARÁMETRO VALORADO
.
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Tabla 4.94: Porcentajes medios de movilidad total y de integridad de la membrana plasmática y de la
acrosómica en los diferentes tiempos de incubación.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) para cada parámetro entre los tiempos de valo-

ración.

Todos los eyaculados empleados presentan una alta calidad ya que, tras su recolección, se
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observan valores medios superiores al 89% para los tres parámetros estudiados, si bien éstos van

reduciéndose progresivamente a medida que transcurre el tiempo de incubación, siendo estadís-

ticamente signi�cativa la diferencia respecto a los iniciales (p<0,05) transcurridas 24 horas. El

parámetro que disminuye de una forma más notable es el porcentaje de movilidad total, que pasó

de una media de un 91,3±5,2% a las 12 horas de incubación a un 80,5%±6,6% a las 24 horas.

4.4.3.1. Estudio del efecto producido por el choque a frigore a lo largo del periodo

de incubación.

Del mismo modo que en el primer experimento, donde se estudió la in�uencia del tiempo

de incubación durante las primeras cinco horas desde la extracción del eyaculado, aquí también

nos encontramos, a medida que aumenta el tiempo de permanencia de las muestras a 15 ºC, con

porcentajes medios cada vez más altos en prácticamente todos los parámetros analizados (tabla

4.95).

PORCENTAJE MEDIO DE LOS DIFERENTES PARÁMETROS TRAS EL CHOQUE "A FRIGORE".

8 50,54a 21,05 7,44 32,94 68,15 22,81 80,00
8 75,08bc 11,71 4,14 65,29 84,87 61,08 96,48
8 88,11c 4,24 1,50 84,56 91,65 81,42 93,24
8 62,70ab 22,03 7,79 44,29 81,12 33,14 90,20
8 30,31a 14,52 5,13 18,18 42,45 17,50 55,50
8 59,41b 10,01 3,54 51,04 67,77 43,00 74,00
8 61,97b 6,87 2,43 56,23 67,71 52,75 74,75
8 71,25b 4,95 1,75 67,11 75,39 63,75 77,25
8 38,25a 12,87 4,55 27,49 49,01 25,00 58,00
8 58,75b 9,56 3,38 50,76 66,74 50,00 77,00
8 71,50bc 8,94 3,16 64,02 78,98 62,00 84,00
8 79,88c 11,38 4,02 70,36 89,39 60,00 93,00

3 HORAS
6 HORAS
12 HORAS
24 HORAS
3 HORAS
6 HORAS
12 HORAS
24 HORAS
3 HORAS
6 HORAS
12 HORAS
24 HORAS

PORCENTAJE
  MOVILIDAD  

INTEGRIDAD
MEMB.

PLASMÁTICA (%)

INTEGRIDAD
ACROSOMA (%)

n Media
Desv.

típ.
Error
típico

Límite
inferior

Límite
superior

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Mínimo Máximo

.
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Tabla 4.95: Valores medios obtenidos para los tres parámetros estudiados tras la realización del choque
en los diferentes tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

En efecto, puede apreciarse que la integridad de la membrana plasmática presenta a las 3

horas de incubación una media de un 30,3±14,5%, y 21 horas después el valor medio recogido

ascendió a un 71,5±5,0%. De igual forma sucede con la integridad acrosómica, que pasa de un

38,3±12,9%, tras el choque realizado a las 3 horas, a un 79,9±11,4% a las 24.

El porcentaje de movilidad también presenta un incremento claro a lo largo del tiempo de

incubación, si bien en este caso sólo es hasta las 12 horas, ya que los valores medios calculados

tras el choque de las 24 horas resultan estadísticamente inferiores (p<0,05) a los obtenidos en ésta.
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No obstante, como los datos expuestos corresponden a las medias obtenidas tras la realiza-

ción del choque a frigore, debido al citado descenso de calidad de las muestras a medida que

permanecen a 15 ºC, es preciso realizar una corrección, tomando como referencia los valores que

presentaban los eyaculados en el momento previo a la realización de los choques o de las centri-

fugaciones pertinentes del protocolo de congelación, con el �n de determinar en qué medida se

han modi�cado los diferentes parámetros tras los choques, obteniendo los valores de la resistencia

al choque en cada tiempo, en forma de porcentaje de espermatozoides que �han soportado� la

prueba. Para ello aplicaremos una fórmula similar a la empleada en experimentos anteriores:

Resistencia Choque (%)=
% Parámetro después Choque x 100

% Parámetro antes Choque

Los resultados obtenidos tras la aplicación de esta fórmula se muestran en el grá�co 4.55 y,

de una forma más detallada, en la tabla 4.96. En ellos se aprecia, en líneas generales, el mismo

comportamiento, incrementos en la resistencia de los espermatozoides a medida que avanza la

incubación de las muestras, e incluso con similares diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los

tiempos de incubación pero, lógicamente, con valores más altos que los re�ejados en la tabla 4.95.
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Figura 4.55: Resistencia al choque a frigore que presentan los tres parámetros estudiados en los diferentes
tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.
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RESISTENCIA DE LOS DIFERENTES PARÁMETROS AL PROCESO DEL CHOQUE "A FRIGORE"  PROPIAMENTE
DICHO.

8 54,09a 21,82 7,71 35,85 72,33 27,84 85,15
8 80,96b 11,64 4,12 71,23 90,70 65,91 99,70
8 96,80b 8,28 2,93 89,88 103,72 85,35 114,26
8 77,15ab 23,19 8,20 57,77 96,54 39,87 104,27
8 34,19a 16,29 5,76 20,56 47,81 19,89 61,67
8 67,84b 10,99 3,89 58,65 77,03 50,00 82,68
8 71,18bc 7,76 2,74 64,69 77,67 61,94 84,94
8 84,46c 7,36 2,60 78,31 90,62 73,74 94,38
8 39,09a 12,99 4,59 28,22 49,95 25,25 59,18
8 60,73b 9,91 3,50 52,45 69,01 51,02 79,38
8 74,62bc 8,72 3,08 67,33 81,91 64,58 86,60
8 85,66c 12,79 4,52 74,96 96,35 63,16 101,09
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típico
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.
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Tabla 4.96: Resistencia al choque a frigore que presentan los tres parámetros estudiados en los diferentes
tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

Como puede apreciarse, la resistencia de los diferentes parámetros al someter las muestras

a un descenso brusco de temperatura a 0 ºC, mantenida durante 5 minutos, es elevada, pues

alcanza máximos de un 96,8±8,1% de movilidad espermática a las 12 horas y de un 84,5±7,4% de

vitalidad y un 85,7±12,8% de integridad acrosómica a las 24 horas. Sin embargo, estos resultados

podrían haberse visto notablemente mermados debido a la permanencia de los espermatozoides

a 15 ºC, por lo que, para poder acercarnos a una determinación más �able de qué tiempo de los

establecidos resulta más apropiado para que un mayor porcentaje de espermatozoides resistan a

todo el proceso, realizamos nuevamente la correspondiente corrección, tomando como referencia,

en este caso, aquellos valores calculados tras la extracción del eyaculado, aplicando la siguiente

fórmula:

Resistencia Choque (%)=
% Parámetro después Choque x 100

% Parámetro 0 horas

Los valores calculados (�gura 4.56 y tabla 4.97) no revelan diferencias esenciales con los

anteriores, resultando ser la incubación durante 24 horas la que ofrece un porcentaje más alto

de integridad de membrana plasmática y de acrosoma tras el choque a frigore, con medias de

un 79,9±5,8% y un 81,7±12,1%, respectivamente, y la realizada durante 12 horas aquella que

muestra el mayor porcentaje de movilidad espermática, con una media de un 93,9±8,1%.
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Figura 4.56: Resistencia de las diferentes estructuras analizadas a la prueba del choque a frigore en los
diferentes tiempos de incubación (se emplean como referencia los valores iniciales).
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

RESISTENCIA DE LOS DIFERENTES PARÁMETROS A LA PRUEBA DEL CHOQUE "A FRIGORE".

8 53,13a 21,07 7,45 35,52 70,75 27,77 83,56
8 79,73bc 11,42 4,04 70,18 89,27 64,27 97,24
8 93,87c 8,13 2,87 87,07 100,66 83,66 111,87
8 66,13ab 21,22 7,50 48,39 83,88 35,60 90,91
8 34,00a 16,34 5,78 20,34 47,65 20,11 61,33
8 66,62b 11,27 3,98 57,20 76,04 49,43 81,77
8 69,48b 7,49 2,65 63,22 75,74 60,60 82,60
8 79,92b 5,83 2,06 75,05 84,79 71,74 86,93
8 39,03a 12,93 4,57 28,22 49,84 25,00 59,18
8 60,04b 9,80 3,46 51,85 68,23 50,00 78,57
8 72,99bc 8,43 2,98 65,94 80,04 63,27 84,85
8 81,69c 12,06 4,26 71,60 91,77 60,00 95,88
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Tabla 4.97: Resistencia de las diferentes estructuras analizadas a la prueba del choque a frigore en los
diferentes tiempos de incubación (se emplean como referencia los valores iniciales).
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

4.4.3.2. In�uencia del tiempo de incubación sobre la resistencia celular a la conge-

lación.

En la tabla 4.98 se detallan los resultados obtenidos en las valoraciones realizadas a las mues-

tras de semen congelado tras los cuatro tiempos de incubación.
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MEDIAS DE LOS DIFERENTES PARÁMETROS TRAS EL PROCESO DE CONGELACIÓN / DESCONGELACIÓN.

8 54,04ac 12,39 4,38 43,69 64,40 40,83 74,60
8 58,00a 11,19 3,96 48,65 67,36 46,21 74,70
8 57,92a 9,98 3,53 49,57 66,26 44,38 70,47
8 48,55c 18,83 6,66 32,81 64,29 22,22 77,84
8 48,84a 5,31 1,88 44,40 53,29 39,75 55,00
8 53,09ab 3,85 1,36 49,88 56,31 48,50 59,50
8 56,22bc 4,00 1,42 52,87 59,57 51,25 64,75
8 60,13c 4,02 1,42 56,77 63,48 52,25 66,00
8 19,63a 3,58 1,27 16,63 22,62 15,00 23,00
8 20,75a 4,86 1,72 16,68 24,82 14,00 28,00
8 25,75ab 4,83 1,71 21,71 29,79 19,00 30,00
8 30,75b 6,50 2,30 25,32 36,18 23,00 40,00
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típ.
Error
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Intervalo de confianza
para la media al 95%

Mínimo Máximo
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Tabla 4.98: Valores medios obtenidos para los tres parámetros estudiados tras la realización del choque
en los diferentes tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indica diferencia signi�cativa (p<0,05) entre los tiempos de in-

cubación.

Los valores relativos a la integridad de la membrana plasmática y a la de la vesícula acro-

sómica aumentan (p<0,05) a medida que transcurre el tiempo de incubación; la vitalidad se ve

incrementada de un 48,8±5,3% al emplear el tiempo de incubación habitual en los protocolos

(3 horas), a un 60,1±4,0% al utilizar el de 24 horas, mientras que el acrosoma pasa de una

integridad media de un 19,6±3,6% a un 30,8±6,5% en esos mismos tiempos.

En cambio, el porcentaje de movilidad espermática ya no experimenta un aumento constante

en los valores a medida que transcurre la incubación, sino que incluso, de la misma forma que

sucedía en el choque a frigore, después de la incubación efectuada durante 24 horas, se aprecian

valores medios signi�cativamente más bajos (p<0,05) que los obtenidos a las 6 y a las 12 horas.

Para establecer de una forma más precisa el efecto provocado por el proceso de congelación

propiamente dicho, realizamos una corrección en los mismos términos que la efectuada con los

datos correspondientes al choque a frigore, para así obtener la resistencia de los diferentes pará-

metros evaluados al proceso de congelación (�gura 4.57 y tabla 4.99).

Podemos comprobar cómo, al igual que lo expuesto con el choque a frigore, el incremento

de la resistencia espermática (p<0,05), tanto para la integridad de membrana como para la del

acrosoma, se produce a medida que aumenta el tiempo de incubación previo, y el porcentaje

movilidad no muestra diferencias estadísticamente signi�cativas (p>0,05) entre ninguno de los

tiempos analizados.
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Figura 4.57: Resistencia a la congelación observada por los tres parámetros estudiados en los diferentes
tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

RESISTENCIA DE LOS DIFERENTES PARÁMETROS AL PROCESO DE CONGELACIÓN PROPIAMENTE DICHO.

8 58,04a 11,53 4,07 48,41 67,68 44,97 78,23
8 62,33a 9,98 3,53 53,99 70,68 48,99 77,19
8 63,21a 8,70 3,08 55,94 70,48 49,19 73,28
8 59,50a 20,31 7,18 42,52 76,48 29,45 90,22
8 55,08a 5,64 1,99 50,37 59,79 45,95 62,86
8 60,69ab 4,43 1,56 56,99 64,39 55,43 68,00
8 64,62bc 5,14 1,82 60,33 68,91 57,91 74,86
8 71,21c 5,23 1,85 66,84 75,58 62,95 79,52
8 20,07a 3,65 1,29 17,03 23,12 15,15 23,47
8 21,46a 5,07 1,79 17,22 25,70 14,29 28,87
8 26,90ab 5,09 1,80 22,65 31,16 19,79 31,58
8 32,97b 7,16 2,53 26,99 38,95 25,00 43,01
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Tabla 4.99: Resistencia al proceso de congelación observada por los tres parámetros estudiados en los
diferentes tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

Tras realizar la corrección de los valores con respecto a los porcentajes de los parámetros

analizados en el semen fresco, para así establecer el tiempo de incubación más apropiado que

permita obtener los valores más altos en el proceso de congelación/descongelación (�gura 4.58

y tabla 4.100), observamos que la resistencia de la membrana plasmática y de la acrosómica a

la prueba, es similar, alcanzando, a las 24 horas de incubación, máximos de un 67,4±4,7% y

un 31,4±6,7%, respectivamente, por lo que podemos concluir que el descenso de calidad que se

221



4.4 Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore

produce al permanecer las muestras a 15 ºC durante todo el tiempo de la prueba, no es tan

acusado como el incremento de resistencia de estas dos estructuras al citado proceso.
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Figura 4.58: Resistencia al proceso de congelación para los tres parámetros estudiados en los diferentes
tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

RESISTENCIA DE LOS DIFERENTES PARÁMETROS A LA PRUEBA DE LA CONGELACIÓN.

8 57,04ac 10,72 3,79 48,08 66,00 44,76 75,19
8 61,34a 9,61 3,40 53,31 69,38 48,64 75,29
8 61,34a 8,75 3,09 54,03 68,66 46,72 71,02
8 51,02c 17,98 6,36 35,99 66,04 23,39 79,09
8 54,75a 5,75 2,03 49,94 59,56 45,17 63,22
8 59,56ab 4,65 1,64 55,68 63,45 54,95 67,61
8 63,09bc 5,13 1,81 58,80 67,38 58,24 73,58
8 67,43c 4,65 1,64 63,55 71,32 59,38 75,00
8 20,05a 3,66 1,30 16,99 23,12 15,00 23,47
8 21,21a 4,99 1,76 17,04 25,38 14,00 28,57
8 26,31ab 4,90 1,73 22,21 30,41 19,59 30,61
8 31,43b 6,68 2,36 25,84 37,01 23,71 40,82
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Tabla 4.100: Resistencia al proceso de congelación para los tres parámetros estudiados en los diferentes
tiempos de incubación.
Distintos superíndices para el mismo parámetro indican diferencias signi�cativas (p<0,05) entre los tiempos de

incubación.

En cambio, el porcentaje de movilidad de los espermatozoides presenta a las 24 horas una caí-

da similar a la observada en los valores analizados sin corrección alguna, pasando del 61,3±8,8%
que mostraba a las 12 horas a un 52,0±18,0%. Este descenso, teniendo en cuenta los resultados
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calculados para el proceso de congelación propiamente dicho (tabla 4.99), no estaría motivado

por una reducción en la resistencia de los espermatozoides al mismo, sino que es debido a la

reducción de movilidad producida por la permanencia de las muestras a 15 ºC.
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5. Discusión

5.1. Calidad de las muestras descongeladas.

5.1.1. Movilidad e integridad de la membrana plasmática tras la descongela-

ción.

La calidad de las muestras una vez descongeladas se re�eja en porcentajes medios de integri-

dad de la membrana plasmática y de motilidad total de los espermatozoides (54,9% y 47,8%,

respectivamente) similares a los recogidos por los autores que diseñaron la técnica empleada

(Bwanga et al., 1990; 1991a; 1991b), manteniéndose ambos dentro del rango establecido por pos-

teriores estudios (Eriksson y Rodríguez-Martínez, 1999; Eriksson et al., 2001; Peláez, 2003) en

los que también se utilizó dicha técnica (entre un 43% y un 61%, para la vitalidad, y entre un

21,3% y un 53% para la motilidad).

A la hora de comparar nuestros resultados con los obtenidos en otros trabajos, es preciso

tener en cuenta el método empleado en cada caso para realizar las diferentes valoraciones (Pe-

láez, 2003); así, respecto a la integridad de la membrana plasmática se emplea la combinación

de DCF e IP sólo en uno de los trabajos mencionados, obteniendo en él promedios inferiores a

los nuestros. De la misma forma, la cuanti�cación del porcentaje de motilidad se ve afectada

por el método de valoración, pudiéndose apreciar que en los trabajos consultados los resultados

inferiores aparecen en los que la motilidad se valoró mediante una estimación visual de la misma

(como pueden ser Peláez, 2003 o Kumar et al., 2003), mientras que en aquellos otros en los que

se utilizó un sistema computarizado de análisis seminal, permanecieron en un rango más alto y

acotado que el mencionado (44-53%), dentro del cual se encuadran también nuestros resultados.

Esta falta de uniformidad entre la utilización de un sistema CASA y la estimación visual ha sido

recogida por autores como Blanco-Palau (1998) y Vyt et al. (2004b), que mani�estan lo poco

apropiado que resultan estas comparaciones debido a las pobres correlaciones existentes entre

ambos métodos. Por su parte, Holt (1997) e Hirai et al. (2001) consideran mucho más adecuada

la utilización del sistema CASA para este �n, tanto por la considerable reducción de la subjeti-

vidad, como por presentar un mayor poder discriminante que la estimación visual. A la luz de

los resultados obtenidos, podemos considerar que la elección de estos métodos de valoración ha

sido acertada, y su ejecución correcta.

La incubación de las muestras descongeladas en un diluyente con cafeína produjo el habitual

incremento general en la movilidad total (Domínguez et al., 1985; Fattouh y Abdou, 1991), que

no fue similar en todas ellas, sino que posiblemente se vio condicionado por el porcentaje inicial

que presentaban las muestras, siendo superior el incremento observado en aquellas que tenían

una pobre movilidad, e inferior o nulo en aquellas otras con una movilidad más o menos elevada

(Garbers et al., 1971a; Domínguez et al., 1985; Fattouh y Abdou, 1991). Los resultados obtenidos

con�rman este dato, ya que el citado incremento en el porcentaje de movilidad estuvo inversa-

mente relacionado con la movilidad de la muestra (r=-0,585), de forma similar a lo observado

por Peláez (2003).

227



5.1 Calidad de las muestras descongeladas.

Las diferencias existentes entre los porcentajes medios de espermatozoides vivos y mótiles en

las muestras descongeladas, que en nuestro trabajo, con algo más de un 7% de espermatozoides

vivos sin movimiento, no son muy acusadas, han sido observadas por varios autores (Medrano

y Holt, 1998; Eriksson y Rodríguez-Martínez, 2000b; Peláez, 2003). La presencia de estos es-

permatozoides puede ser debida a un estado metabólico bajo de los mismos (Medrano y Holt,

1998), o bien a que presenten, como consecuencia del enfriamiento (Peterson et al., 1979; Watson

y Plummer, 1985; White, 1993; Bailey y Buhr, 1995), concentraciones intracelulares de Ca2+

excesivamente altas, lo cual resulta muy perjudicial para la motilidad. Se ha determinado que

ambas circustancias pueden ser revertidas con la incubación en un medio con cafeína (Peláez,

2003), por lo que parece acertada la utilización de esta sustancia para manifestar la capacidad

mótil de los espermatozoides descongelados.

En efecto, la incubación con cafeína revierte esta situación, hasta el punto de que el porcen-

taje de células con movilidad llega incluso a superar en un 13% al de espermatozoides con la

membrana plasmática íntegra, no pudiendo con�rmar la aseveración realizada por Makler et al.

(1980), en la que exponía que la cafeína sólo presentaba un efecto en aquellas células que la

mantenían.

La posibilidad de que células catalogadas como �muertas� puedan manifestar movilidad podría

ser explicado por dos hipótesis:

La existencia de células espermáticas que presentan la membrana plasmática dañada pero

que, a su vez, evidencian movilidad en un breve espacio de tiempo resulta factible (fun-

damentalmente si son estimuladas de forma arti�cial), pero van a estar condenadas a la

supresión de la movilidad a medio/largo plazo, como consecuencia de la pérdida del trans-

porte activo y de la permeabilidad selectiva del plasmalema (Watson, 1995), hecho que

ya había comprobado Valcárcel et al. (1994) al incubar las muestras a 37 ºC durante un

determinado tiempo.

Si bien ciertos autores opinan que para realizar la valoración de la integridad del plasmale-

ma el IP resulta más apropiado, por su mayor sensibilidad, que otras sustancias empleadas

para detectar los daños celulares, como el verde rápido (Valcárcel et al., 1994) o la bisben-

zimida (Baltes, 1993), hay otros que proponen su posible toxicidad, al penetrar en células

que en un principio muestran integridad en su membrana plasmática (Pintado et al., 2000),

con lo que el porcentaje de espermatozoides vivos se vería arti�cialmente reducido.

5.1.2. Integridad acrosómica tras la descongelación.

Los resultados que hemos obtenido en la evaluación de la integridad acrosómica no corroboran

la teoría expuesta por varios autores, que consideran que el acrosoma presenta mayor estabilidad

que la membrana plasmática ante fenómenos adversos, entre los cuales se encuentran, la criopre-

servación (Ortman y Rodríguez-Martínez, 1994) y el choque a frigore (Harrison y Vickers, 1990).

Los valores recogidos en nuestro trabajo se aproximan más a los de Thilmant (1997) o Roca et al.

(1999), cuyos promedios son inferiores a los que presenta la membrana plasmática. Este hecho
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puede ser una consecuencia, en parte, de la utilización de técnicas analíticas diferentes, ya que

la elección de una u otra, al igual que se expuso con la motilidad y la vitalidad, puede alterar

signi�cativamente los resultados obtenidos, debido a la diferente capacidad de discriminación del

estado del acrosoma que tiene cada una (Paulenz et al., 1995; Ortman y Rodríguez-Martínez,

1994). Thilmant (1997) y Roca et al. (1999) utilizaron la misma técnica que nosotros, la evalua-

ción bajo microscopía de contraste de fases, basada en la técnica descrita por Pursel y Johnson

(1974), mientras que los que abogan por la mayor estabilidad de la membrana acrosómica han

recurrido a técnicas �uorescentes para su valoración; no obstante, existen trabajos, como el de

Almlid et al. (1989), en los que, utilizando el contraste de fases, se observan porcentajes medios

de integridad del acrosoma superiores a los de la membrana plasmática.

5.1.3. Resistencia al proceso de criopreservación.

A pesar de que los protocolos empleados para la criopreservación de semen porcino han su-

frido notables modi�caciones en los últimos años, con el �n de reducir el efecto deletéreo que

el proceso produce sobre los espermatozoides, para así conseguir una mejor calidad del semen

descongelado, la pérdida de viabilidad espermática sigue siendo considerable, puesto que única-

mente sobreviven a la criopreservación en torno a un 50% (Curry y Watson, 1994; Holt, 1997;

Watson, 1995 y 2000; Bailey et al., 2008).

La corrección realizada sobre todos los parámetros valorados nos permite conocer la verda-

dera resistencia de las diferentes estructuras analizadas a la congelación/descongelación, y se

aprecia cómo, en efecto, en todas ellas disminuye notablemente el porcentaje de �normalidad�

que mostraban en fresco. En concreto, los resultados obtenidos nos muestran que el 62,86% de

los espermatozoides mantuvieron la integridad de la membrana plasmática, el 23,8% la de la

membrana acrosómica y que la movilidad permaneció en el 52,2% de las células, pasando este

último porcentaje a un 74,6% al incubar las muestras con cafeína.

A pesar de la importancia conferida a la raza en otros trabajos (Johnson et al., 1981 y 1982.;

Almlid y Hofmo, 1996; Thurston et al., 2001) en relación a la congelabilidad del semen, no

pudimos observar ninguna in�uencia de aquella, ni sobre la calidad posdescongelado, ni sobre la

resistencia al proceso de criopreservación, en ninguno de los parámetros estudiados.

En cambio, donde sí se han apreciado notables diferencias en todos ellos, ha sido en los

promedios obtenidos por cada verraco, corroborando la alta variabilidad individual descrita por

numerosos autores (Medrano y Holt, 1998; Holt et al., 2005; Roca et al., 2006a). Esta marcada

diferencia en la resistencia del semen de los diferentes animales al proceso posibilita la distinción

entre verracos con una buena y una mala capacidad para la congelación (Watson, 1995), como

queda de mani�esto al analizar los promedios calculados para los diferentes parámetros, donde

los machos L437 y G2552 presentan los valores más bajos en todos ellos, y el R4052 y el R5487

los más altos, también en todos ellos.

229



5.1 Calidad de las muestras descongeladas.

5.1.4. Grupos de calidad establecidos.

El verraco es el factor que ejerce una mayor in�uencia en la criopreservación de un eyaculado,

más incluso que las condiciones de criopreservación (Medrano y Holt, 1998; Roca et al., 2006a).

No obstante, aunque las buenas características espermáticas observadas tras la descongelación en

el material seminal de un determinado animal, en bastantes ocasiones son similares en sucesivos

eyaculados (Roca et al., 2006a), no existe evidencia alguna de que esto vaya a mantenerse a lo

largo del tiempo; de hecho, varios autores han descrito esta variabilidad intraverraco (Peláez,

2003; Roca et al., 2006b), y es que, la capacidad de criopreservación puede verse modi�cada

por diversas circunstancias, como cambios transitorios en la salud del animal, o inapropiadas

actuaciones, tanto en la extracción del semen (Holt, 2000a) como en la posterior manipulación

antes de que tenga lugar la congelación (Roca et al., 2006b), además de por factores como la

edad, la época del año o las condiciones ambientales (Wilkins y Kennedy, 1985; Woelders et al.,

1996).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo permiten entrever esta variabilidad, ya que dis-

tintos eyaculados de un mismo verraco están clasi�cados en grupos de calidad diferentes, Buenos

Congeladores (BC), Congeladores Medios (CM) y Malos Congeladores (MC); en concreto, esto

ocurre en tres de los ocho animales empleados (el R4052, el G2552 y el G5223), presentando

promedios dispares entre los eyaculados en alguno de los parámetros analizados. No obstante, las

variaciones existentes parece que no han de suponer modi�caciones sustanciales en la capacidad

de criopreservación, puesto que los valores medios calculados en prácticamente todos los pará-

metros de los tres grupos de calidad resultan más que aceptables, si consideramos los resultados

publicados con anterioridad.

En clasi�caciones similares Holt et al. (2005) obtuvieron promedios de vitalidad para los

grupos MC, CM y BC de 17,2%, 28,7% y 37,2%, respectivamente, mientras que Roca et al.

(2006a) recogieron valores algo superiores, con medias de 17,01%, 32,81% y 54,86%, en los

mismos parámetros y para los mismos grupos. En nuestro trabajo, al tomar como referencia

para establecer las tres categorías de aptitud para la congelación, la resistencia de los distintos

parámetros a la criopreservación, en lugar de simplemente el valor medio obtenido en la evaluación

de las muestras descongeladas, es lógico que los promedios de cada grupo resulten algo más

elevados, situándose en un 45,49%, un 66,5% y un 75,70%, respectivamente (tabla 4.17). A

pesar de haber utilizado criterios diferentes, la comparación con los otros trabajos nos sirve para

valorar muy satisfactoriamente el resultado de todo el proceso, sobre todo teniendo en cuenta

que la estimación esperada de supervivientes al mismo ronda el 50% (Watson, 1995; 2000; Curry,

2000).

En los mencionados trabajos los promedios de movilidad quedan establecidos, para los ci-

tados grupos, en un 17,7%, un 22,7% y un 54,1%, en el estudio de Holt et al. (2005), y en

un 18,29%, un 39,80% y un 59,37% en el de Roca et al. (2006a), mientras que en el nuestro,

habiendo incubado las muestras con cafeína, observamos una resistencia en el 60,28%, el 78,26%

y el 83,08% de los espermatozoides en los citados grupos (tabla 4.17). La comparación, aun no

existiendo un mismo criterio para el establecimiento de los grupos, pone de mani�esto que los

animales utilizados en este trabajo presentan una mayor capacidad para la criopreservación que
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los empleados por los otros autores, ya que, sobre todo en el grupo de malos congeladores, se

puede observar que las medias de resistencia son notablemente altas.

5.2. Experimento 1: Estudio de las pruebas de laboratorio como

indicadoras de la congelabilidad seminal

5.2.1. Valoración convencional del semen.

Si observamos los resultados medios de los parámetros empleados en las pruebas rutinarias

de contrastación seminal, se comprueba que los eyaculados presentan valores dentro del rango

establecido como normal para esta especie (Martín-Rillo, 1982; Kondracki et al., 2006; González-

Urdiales et al., 2006). Al centrarnos en el volumen y en la concentración de los eyaculados, se

aprecian grandes oscilaciones en los resultados respecto a sus valores medios, corroborando lo

expuesto por Martín-Rillo (1982), que considera que ambos parámetros están muy expuestos a

diversos factores de variación, como la edad, el estado sanitario, la aclimatación, la época del

año, el fotoperiodo, el ritmo de extracción, la raza o las variaciones genéticas de carácter indi-

vidual; no obstante, únicamente los dos últimos resultarían condicionantes en nuestro estudio,

puesto que el resto permanecieron más o menos constantes para todos los animales. De todos

modos, no pudieron apreciarse diferencias estadísticamente signi�cativas entre razas, si bien los

eyaculados de raza Landrace mostraron una tendencia a presentar valores superiores en ambos

parámetros. Esta ausencia de signi�cación podría deberse al hecho de que las dos razas emplea-

das (Large White y Landrace) son incluidas por Martín-Rillo (1982) dentro del grupo de las más

productivas, claramente por encima de la Blanco Belga, la Pietrain o la Hampsire, resultando

mucho más complicado encontrar signi�cación entre ellas y más aun, si tenemos en cuenta que los

verracos utilizados provienen de un Centro de IA comercial que somete a sus animales a una selec-

ción continua basada en los parámetros seminales convencionales analizados en este experimento.

Tampoco se aprecian diferencias entre las dos razas empleadas en el análisis de la movilidad

espermática, en el que se observa una clara variación entre la valoración subjetiva y la realizada

por el sistema computarizado. Las pobres correlaciones encontradas por Blanco-Palau (1998) y

Vyt et al. (2004b) entre estos métodos de valoración (ya comentadas en el apartado relativo a

las muestras descongeladas) responden a que ambos emplean una metodología completamente

distinta en la determinación de la movilidad espermática, hasta el punto de que las conclusiones

elaboradas a partir de ellas, pueden resultar contradictorias (Tejerina, 2008). La mayor capacidad

de discriminación del sistema CASA, re�ejada en nuestro estudio en la determinación de diferen-

cias signi�cativas entre las medias obtenidas por verraco (algo para lo que la estimación visual

se reveló incapaz), corrobora la conclusión a la que llegaron Holt (1997) e Hirai et al. (2001), que

consideraban la valoración computarizada mucho más apropiada para el análisis cinético.

Por su parte, la incubación con cafeína registró un ligero aumento en el porcentaje medio

de movilidad, pero sin signi�cación estadística, posiblemente como consecuencia del débil o nulo
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efecto, ya mencionado, que ejerció en las muestras en que la movilidad inicialmente ya era elevada

(Garbers et al., 1971a; Domínguez et al., 1985; Fattouh y Abdou, 1991), como resulta en este

caso (91,3%).

La alta calidad de los eyaculados empleados queda patente, no sólo en el porcentaje de es-

permatozoides que mani�estan movilidad, sino también con los altos promedios de integridad

del acrosoma, de vitalidad o de células con morfología normal; este último parámetro fue uno

de los pocos en los que se pudieron apreciar diferencias signi�cativas entre razas, mostrando los

eyaculados de la raza Large White, un mayor porcentaje de espermatozoides morfológicamen-

te normales que los de la raza Landrace. Esta observación, debido a la tendencia mostrada en

nuestro estudio por los eyaculados Landrace a presentar una mayor resistencia al proceso de

criopreservación, parece estar en oposición con lo relatado por autores como Roca et al. (2006a),

en semen porcino, o Dorado et al. (2008), en semen de macho cabrío, que plantearon que la

normalidad morfológica de las células estaba directamente relacionada con la congelabilidad de

los eyaculados.

La aparente falta de relación que nosotros observamos entre la resistencia al proceso y la mor-

fología celular vuelve a quedar de mani�esto al analizar los resultados medios de los diferentes

verracos, donde se puede comprobar cómo el R5487 (aquel que mostró una mayor capacidad de

criopreservación) presenta el segundo menor porcentaje de células morfológicamente normales,

estando incluso por debajo del promedio calculado para el L437 (en teoría, el más sensible a la

congelación/descongelación), si bien, hay que indicar que no se encontraron diferencias signi�ca-

tivas entre ellos.

Si seguimos �jándonos en los valores medios calculados para cada verraco y en las posibles

diferencias entre ellos, comprobamos que la integridad, tanto de la membrana plasmática, como

de la acrosómica, sí muestra un patrón algo más relacionado con la capacidad de congelación de

los diferentes animales, siendo las diferencias encontradas entre los animales más sensibles y los

más resistentes a la criopreservación, estadísticamente signi�cativas; y es que, en cierto modo, la

distribución de los resultados medios de cada verraco, puede proporcionarnos una visión aproxi-

mada de la in�uencia de un determinado parámetro sobre la congelabilidad de un eyaculado, o

cuando menos, detectar una posible ausencia de relación entre ellos, dado que el individuo ejerce

una gran in�uencia sobre la variabilidad de los eyaculados criopreservados, no sólo en porcino

(Larsson y Einarsson, 1976; Thurston et al., 2001 y 2002; Medrano et al., 2002a; Saravia et al.,

2005; Roca et al., 2006a) sino también en otras especies, como la equina (Janett et al., 2003)

y la ovina (D'Alessandro y Martemucci, 2003). No obstante, establecer conclusiones a partir de

estas impresiones resulta poco �able, tanto por la falta de consistencia estadística, como por la

variabilidad que presentan los eyaculados criopreservados de un mismo verraco (Watson, 1995;

Holt, 2000a), que ha sido achacada a diversos factores, como pueden ser cambios transitorios en

la salud del animal o una incorrecta manipulación del material seminal (Roca et al., 2006b).

Resulta más apropiado el análisis del comportamiento de los tres grupos de calidad estableci-

dos en función de la capacidad de criopreservación, ya que con�ere un mayor peso a los resultados
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individuales de los eyaculados; en él se con�rma que los valores medios de concentración, de inte-

gridad de ambas membranas y del porcentaje de movilidad de las muestras incubadas con cafeína,

presentan una cierta sincronía con la aptitud para la congelación de los eyaculados, puesto que

se recogieron los valores más altos para estos parámetros en el grupo BC, los intermedios en el

CM y los más bajos en el grupo MC, siendo el porcentaje de movilidad con cafeína el menos

indicativo de los cuatro, al no detectarse diferencias estadísticamente signi�cativas entre los tres

grupos. Los resultados obtenidos nos sugieren, por una parte, que los eyaculados con una baja

concentración van a ser notablemente más sensibles al proceso de congelación/descongelación

que aquellos otros que presentan medias superiores a 289 mill. spz/ml (considerando que esta

concentración corresponde a la de la fracción rica del eyaculado diluida con 100 ml de diluyente

seminal) y, por otra parte, que la integridad de ambas membranas, sobre todo la de la plasmática,

puede ser utilizada para discriminar eyaculados que presentan, únicamente, alta capacidad de

criopreservación, ya que, aunque el grupo BC mani�esta diferencias evidentes con el MC, éstas

no se aprecian entre los grupos CM y MC.

Una aproximación más a la relación existente entre la congelabilidad de las muestras y las

valoraciones convencionales de semen realizadas en los Centros de IA comerciales, nos la aporta

el establecimiento de coe�cientes de correlación entre éstas y los cuatro índices calculados para

la resistencia al proceso. Entre estos coe�cientes destacan, por sus correlaciones signi�cativas

con los cuatro índices posdescongelación, las valoraciones de la concentración y del porcentaje

de espermatozoides con integridad en su plasmalema. El alto coe�ciente establecido entre la con-

gelabilidad de los eyaculados y su concentración no resulta sorprendente puesto que ya en 1993,

Colenbrander et al. propusieron este parámetro como criterio de calidad seminal, debido a la

relación mostrada con la capacidad fecundante de los eyaculados; así mismo, fue posteriormente

incluído por Roca et al. (2006a) en los modelos de regresión lineal creados para la predicción de

la capacidad de criopreservación del semen porcino, a partir de parámetros seminales analizados

convencionalmente. No obstante, sería interesante realizar un estudio más en profundidad de la

in�uencia de la concentración, ya que existen otros trabajos en los que no se aprecian diferencias

ni en la fertilidad ni en la proli�cidad en función de este parámetro (Gadea, 1996), e incluso

algún estudio en torno a la relación existente entre las valoraciones seminales y la calidad pos-

descongelación, determina que aquellos eyaculados con una baja concentración resultan mucho

más apropiados para la criopreservación (Gosálvez et al., 2002).

Este tipo de discrepancias acerca de la importancia de la concentración de un eyaculado

podrían estar motivadas, bien por la falta de uniformidad en el rango de concentración de los

diferentes trabajos, o bien por lo complejo que resulta recoger la fracción rica, ya que en la

práctica, la separación de las dos últimas fases del eyaculado (la rica o espermática y la poses-

permática) no resulta tan sencilla, puesto que con frecuencia aparecen intercaladas, haciendo

francamente complicado evitar la recolección de parte de la posespermática junto con la fracción

rica, y ello conlleva, entre otros efectos, una reducción sustancial de la concentración, con el

consiguiente aumento del volumen. En de�nitiva, la presencia de parte de esta fracción poses-

permática podría resultar determinante a la hora de estimar la aptitud de un eyaculado para la
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criopreservación, puesto que se ha establecido que las células no pertenecientes a la fracción rica

o espermática van a presentar una menor capacidad de adaptación frente a situaciones estresan-

tes como el enfriamiento o la criopreservación (Polge, 1956; Selles et al., 2001; Peña et al., 2003a).

Otro factor a tener en cuenta es el volumen recogido del eyaculado, que si bien resulta un

factor que no mostró correlaciones signi�cativas en nuestro trabajo, sí parece tener in�uencia en

la criopreservación del semen porcino según otros autores, como Gosálvez et al. (2002). A pesar

de que, tanto en el estudio de éstos como en el nuestro, se ha tratado de recolectar la fracción

rica de los eyaculados, la mayoría de los valores medios obtenidos superan el límite máximo esta-

blecido por numerosos autores (Martínez et al., 1986; 1992; Saiz et al., 1994; Gerfen et al., 1994;

González-Urdiales et al., 2006) para el volumen de la fracción rica (100 ml), lo cual induce a

pensar que en aquellos que superan esta cifra se ha producido una incorporación de fracción po-

sespermática. Nuestra experiencia profesional indica que los verracos cuyos eyaculados presentan

una gran concentración muestran separaciones de las fases muy de�nidas, haciendo mucho más

fácil la tarea de recoger únicamente su fracción rica, mientras que aquellos otros eyaculados con

una baja concentración seminal suelen provenir de verracos en los que es mucho más complicado

establecer los límites entre la fracción espermática y la posespermática, por lo que la incidencia

de la recolección de parte de esta última es mucho mayor. Este hecho puede ser el causante de

que las correlaciones obtenidas en nuestro estudio, a pesar de no mostrar signi�cación estadística,

resulten negativas para todos los índices, o de que Gosálvez et al. (2002) determinen en aquellos

eyaculados con un volumen inferior a 100 ml, un porcentaje de movilidad tras la descongelación

estadísticamente superior a los que presentaron volúmenes entre 100 y 150 ml, o incluso supe-

riores a 150 ml.

El análisis de integridad de las membranas plasmática y acrosómica se muestra en nuestro

estudio como una de las valoraciones más relacionadas con la resistencia espermática a la crio-

preservación; no obstante, a pesar de que el estado de ambas membranas, fundamentalmente de

la plasmática, juega un papel importante tanto en la �siología como en la adaptación de la célula

a las variaciones ambientales acaecidas durante el proceso (sobre todo en relación a la reducción

térmica y a los cambios osmóticos), no hemos podido constatar la existencia de ningún trabajo

en el que aparezcan correlaciones interesantes entre el porcentaje de espermatozoides vivos del

eyaculado y la resistencia de los mismos a la congelación/descongelación. En cambio, un pará-

metro que sí aparece con determinada frecuencia en los trabajos publicados, es la normalidad

morfológica de los espermatozoides; así, Roca et al. (2006a) en semen porcino, y Dorado et al.

(2008) en semen de macho cabrío, encuentran tanto correlaciones interesantes como modelos de

regresión lineal que lo incorporan en un afán de determinar la variabilidad de las muestras des-

congeladas. En nuestro caso, el único coe�ciente de correlación estadísticamente signi�cativo para

este parámetro, se encontró con la resistencia de la movilidad espermática, tras la incubación de

las muestras descongeladas con cafeína. La morfología celular ha sido propuesta como criterio

de selección de eyaculados fértiles en la mayoría de las especies (Evans y Maxwell, 1987; Colen-

brander y Kemp, 1990; Leboeuf et al., 2000), ya que numerosas alteraciones morfológicas están

asociadas con problemas de fertilidad. De hecho, muchas de estas anomalías están originadas por
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defectos en la génesis o en la maduración de las células (González-Urdiales et al., 2006), lo que

posiblemente di�culte su correcto funcionamiento, desde el punto de vista �siológico, haciendo

que la capacidad de adaptación que mani�estan frente a situaciones adversas sea más limitada

que en aquellas otras que, teóricamente, presentan un pleno desarrollo.

5.2.2. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un estrés

hiposmótico (HOST Y ORT).

Holt (2000b) expuso que la evaluación de la tolerancia al estrés osmótico cuando interviene

el crioprotector, resulta un gran indicador de la supervivencia espermática a la criopreservación,

ya que nos va a permitir identi�car la respuesta celular tanto de la estructura de la membrana,

como de su permeabilidad y elasticidad, estando todos estos datos muy relacionados con la ca-

pacidad de adaptación de la membrana a cambios del medio externo, como los que suceden en el

proceso de congelación/descongelación. Curry y Watson (1994) determinaron que aquellas célu-

las supervivientes a este proceso representan a una subpoblación altamente resistente a cambios

osmóticos, por lo que sugirieron que las diferencias en la sensibilidad de la membrana plasmática

al transporte de agua, podría ser uno de los factores importantes en la determinación de células

con una alta resistencia a la criopreservación.

Durante la adición del crioprotector y en la posterior congelación, tiene lugar una exposición

de las células a condiciones hiperosmóticas, que en la descongelación pasan, de forma repentina,

a ser de hipoosmolaridad. Estos cambios bruscos que tienen lugar en el proceso han llevado a

diversos autores a evaluar la resistencia de las membranas a ambas situaciones, determinando la

mayor resistencia celular a las condiciones hiperosmóticas que a las hipoosmóticas, dado que al

rehidratar de nuevo las células se aprecia un mayor porcentaje de daños celulares. Este hecho ha

sido observado tanto en espermatozoides humanos (Gao et al., 1993b), como en los de conejo, toro,

aves de corral o incluso arenques (Lovelock y Polge, 1954, en Curry yWatson, 1994), lo que sugiere

que en la criopreservación, la lisis osmótica ocurre principalmente en la descongelación, y así se

ha comprobado al analizar las muestras bajo criomicroscopía (Holt et al., 1992). De hecho, y a

pesar de que Watson y Duncan (1988) en semen de carnero obtuvieran buenas correlaciones entre

los daños ocurridos tras la incubación en condiciones de hiperosmolaridad y los observados tras

la criopreservación, la utilización de soluciones hiperosmóticas no ha proporcionado en general

muchas correlaciones interesantes con la calidad de las muestras descongeladas en otras especies,

como la equina o la porcina (Caiza de la Cueva et al., 1997; 1997). Es posible que la variación

de las condiciones en las que se desarrollaron estos trabajos tenga mucho que ver, ya que en el

estudio de Watson y Duncan, la realización de una incubación a 0 ºC pudiera llevar implícitos

otros factores determinantes para la supervivencia posdescongelación, como la sensibilidad celular

al descenso de temperatura. A la luz de los resultados obtenidos y coincidiendo con otros autores

(Schilling et al., 1984; Watson, 1995; Petzoldt et al., 1996), hemos considerado más interesante

optar por la incubación en medios hipoosmóticos para la búsqueda de una estimación de la

capacidad de criopreservación de los eyaculados.
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En nuestro estudio, la respuesta de los espermatozoides a la incubación a 37 ºC en un medio

hiposmótico, tanto durante 30 minutos como durante 60, mostró porcentajes medios de esperma-

tozoides HOST positivos (con torsión de cola) dentro del rango descrito por otros autores para

el semen de verraco (Gadea, 1996; Vázquez et al., 1997). Las diferencias calculadas entre los

promedios observados en cada uno de estos tiempos resultan ser estadísticamente signi�cativas,

en oposición a lo expuesto en otros trabajos, donde para la misma osmolaridad del medio, Pérez-

Llano et al. (1998a) no apreciaron signi�cación estadística entre 30 y 120 minutos, ni Vázquez

et al. (1997) entre 5 y 120 minutos. No obstante, nuestros resultados se encuentran dentro del

8% de variación entre tiempos relatado en este último trabajo, presentando además, una corre-

lación muy alta (r =0,995) entre ambas pruebas. Todo ello nos lleva a pensar que la presencia

de signi�cación puede haberse debido a la elección del método estadístico empleado, ya que en

ambos trabajos, al utilizar más de dos tiempos de incubación (cuatro y cinco), se optó por la

realización de un análisis de la varianza (ANOVA), mientras que en nuestro estudio, al haber

únicamente dos tiempos, optamos por un análisis de muestras dependientes mediante la prueba

t- Student. El diseño del análisis de muestras dependientes busca dar una mayor validez a las

inferencias obtenidas, controlando o eliminando la in�uencia de susceptibilidades individuales,

de raza, de edad, etc., cuyo efecto no es deseable, puesto que podría interferir en los resultados de

la prueba; es por esto por lo que la aparición de signi�cación estadística en este tipo de pruebas

es más probable que en otras, como el ANOVA o la t- Student para muestras independientes, en

cuyo diseño sí se contempla la posible in�uencia de este tipo de variables, dada la aleatoriedad

necesaria a la hora de incorporar sujetos a la prueba.

Las diferencias detectadas, tanto a nivel de raza (a favor de la raza Landrace), como entre

los diferentes verracos, sugiere que el HOST resulta una prueba con una buena capacidad de dis-

criminación entre eyaculados, apreciándose, además, una cierta concordancia con la resistencia

al proceso de criopreservación; así, se observa que tanto la raza Landrace, como los dos verracos

con mejores promedios en el test de endósmosis (R5487 y R4052), resultaron ser también los que

habían mostrado medias de resistencia más altas tras el descongelado.

Por su parte, Schilling et al. (1984) realizaron, basándose en los resultados de la prueba de

resistencia osmótica (ORT), una clasi�cación de la calidad seminal a partir de los porcentajes

medios de movilidad y de integridad del acrosoma, tanto de los eyaculados como de los verracos,

tras un periodo de conservación en refrigeración y congelación. Teniendo en cuenta estas clasi-

�caciones, podemos considerar que todos los eyaculados empleados en nuestro trabajo son de

calidad �muy buena�, ya que prácticamente todos los promedios se encontraron por encima del

71% establecido por estos autores como límite inferior para este grupo de calidad (tabla 9.3).

Del mismo modo, todos nuestros verracos ocupan el rango más elevado de calidad, al superar

claramente el 65% de promedio que se establece en el citado estudio para la categoría de �buenos

reproductores� (tabla 4.33). Al igual que con el HOST, en el ORT se observan diferencias signi�-

cativas entre los resultados medios de las incubaciones realizadas (a los 60 y a los 120 minutos),

mostrando también una alta correlación entre ellos (r =0,981), por lo que se deduce que ambos

tiempos de incubación pueden ser utilizados para valorar el estado funcional de la membrana por
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medio de esta técnica.

Tanto para el HOST como para el ORT, la posibilidad de realizar reducciones en el tiempo

de incubación facilitaría su aplicación en los laboratorios comerciales convencionales. Como he-

mos indicado, en nuestro trabajo las diferencias apreciadas entre incubaciones en ambas pruebas,

aunque mínimas, son signi�cativas y altamente correlacionadas, lo cual implica que, para una

osmolaridad de 100 mOsm/kg, existe una subpoblación espermática que requiere para reaccio-

nar un tiempo de incubación superior a los 30 minutos para el HOST y a los 60 para el ORT.

Para lograr la máxima respuesta de la población espermática en un tiempo menor habría que

reducir la osmolaridad del medio hipoosmótico, y así lo realizaron Pérez-Llano et al. (1998c);

(2001), consiguiendo, mediante variantes cortas de tan sólo 5 minutos de duración para ambas

pruebas, valores similares a los obtenidos en las pruebas originales desarrolladas por Jeyendran

et al. (1984) y Schilling et al. (1984). En cualquier caso, la alta correlación entre los tiempos em-

pleados en esta tesis doctoral, posibilitaría la utilización de la incubación más corta si la rutina

de trabajo del laboratorio lo requiriera.

Pérez-Llano et al. (1998a) sugirieron que existe algún tipo de relación entre la resistencia

de la membrana acrosómica y la respuesta funcional de la membrana plasmática frente a una

solución hiposmótica. Aunque en nuestro estudio se comprobó que la raza Landrace obtuvo pro-

medios estadísticamente superiores a los de la raza Large White en las dos pruebas, no todos

los eyaculados respondieron del mismo modo en ellas; este es el caso del G5223, que en el ORT

presenta el 2º valor más elevado a los 60 minutos de incubación, mientras que en el HOST queda

relegado al 3º en el mismo tiempo, y del R4052, que pasa de ser el que mejor respuesta presenta

al medio hipoosmótico en cuanto a porcentaje de espermatozoides con presencia de torsión de la

cola, a ser el 4º en cuanto a integridad acrosómica (tablas 4.30 y 4.33). Estas diferencias dejan la

relación de ambas pruebas en un discreto coe�ciente de 0,44 para el mismo tiempo de incubación,

coe�ciente que se aproxima al 0,57 calculado por Pérez-Llano et al. (1998a). En cambio, Campi

et al. (2007) obtuvieron una relación entre las dos pruebas mucho más estrecha, hasta el punto

de no apreciar diferencias estadísticamente signi�cativas entre los resultados de ambas.

La prueba de resistencia osmótica, al igual que el test de endósmosis, nos deja una cierta re-

lación con la resistencia de los eyaculados al proceso de criopreservación, que no sólo se evidencia

en el caso del verraco que obtiene los valores más altos (el R5487), sino que los dos verracos con

una menor capacidad para la congelación (G2552 y L437) presentaron igualmente los promedios

más bajos en esta prueba.

Al analizar más en profundidad la relación existente entre las pruebas hipoosmóticas y la

congelabilidad de los eyaculados, nos encontramos con que el HOST, en ambas incubaciones,

muestra diferencias estadísticamente signi�cativas entre los eyaculados con una buena aptitud

para la congelación y aquellos otros con aptitudes catalogadas como medias o malas, no pudien-

do observarse signi�cación estadística entre los valores medios de estos dos últimos grupos. Este

hecho nos sugiere que el test de endósmosis resulta una prueba apta para la identi�cación de
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eyaculados con una gran capacidad de criopreservación, pero que no resulta lo su�cientemente

precisa para discernir entre los que muestran una menor resistencia al proceso. El ORT, por su

parte, parece que presenta una mayor capacidad de discriminación a este respecto, puesto que

detecta diferencias estadísticamente signi�cativas entre los tres grupos de calidad establecidos.

Esta diferencia en la capacidad de discriminación de ambas pruebas se aprecia con más detalle

al analizar las correlaciones con los distintos índices de resistencia a la criopreservación, donde el

ORT presenta correlaciones signi�cativas con los cuatro índices, mientras que en el HOST, aunque

se observan interesantes correlaciones signi�cativas con la congelabilidad y con la resistencia del

acrosoma, éstas no se ven re�ejadas con los dos índices de movilidad.

La relación mostrada entre el HOST y la resistencia a la criopreservación corrobora en parte

lo señalado por otros autores, como Watson (1995) o Petzoldt et al. (1996), que consideran que

el test de endósmosis es un buen indicador para evaluar la capacidad de criopreservación de los

espermatozoides, si bien a partir de él, nosotros no hemos conseguido reproducir las correlaciones

signi�cativas encontradas por otros autores entre esta prueba y la movilidad posdescongelado,

tanto en semen equino (Magistrini et al., 1997) como en humano (Gehring, 1986 en Pérez-Llano

et al., 2001). Y es que, aunque la movilidad y el estado de la membrana plasmática se encuentren

claramente relacionados, suponiendo las alteraciones en la segunda, la supresión de la primera

a medio/largo plazo (Watson, 1995), lo cierto es que la presencia de espermatozoides móviles

no viables, así como de células viables no mótiles en las muestras descongeladas es un hecho

(Smikle y Turek, 1997; Medrano y Holt, 1998; Eriksson y Rodríguez-Martínez, 2000b; Peláez,

2003), por lo que la idoneidad de la capacidad móvil para predecir la resistencia al proceso de

criopreservación no va a ser tanta como la del estado de las membranas celulares.

Los coe�cientes de correlación mostrados en los dos tiempos del test de Resistencia Osmó-

tica nos indican la mayor importancia de esta prueba a la hora de establecer la aptitud para

la criopreservación de un eyaculado, ya que, en prácticamente todos los casos son más elevados

que los del HOST y además, como hemos mencionado, muestran una relación signi�cativa con la

resistencia de la movilidad. Esta prueba ha sido considerada como una de las más determinantes

para conocer la congelabilidad de un eyaculado y en este sentido, Schilling et al. (1984) re�eja-

ron correlaciones de entre un 0,6 y un 0,65 con la movilidad y de entre un 0,6 y un 0,73 con el

porcentaje de acrosomas normales, tanto para el semen descongelado como para el refrigerado.

La obtención de índices más bajos en nuestro estudio (r =0,523 para la resistencia del acrosoma

y r =0,456 para la de la movilidad) puede deberse a la diferencia de calidad en los eyaculados

utilizados en cada trabajo; así, mientras Schilling et al. (1984) recurrieron a un abanico de eyacu-

lados que se repartían por cinco categorías (�muy malos�, �malos�, �regulares�, �buenos� y �muy

buenos�) en función del resultado del ORT, nosotros, con base en esta misma clasi�cación, úni-

camente empleamos eyaculados de calidad �muy buena�, debido a la selección continua a la que

se ven sometidos los verracos en CENTROTEC S.A., lo que limita drásticamente la variabilidad

de las muestras, pudiendo verse reducidas con ello las correlaciones encontradas; así ha sucedido,

en concreto, entre otros parámetros seminales y la fertilidad in vitro (Gadea, 2005).
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De todos modos, la obtención de estas buenas correlaciones no nos proporciona más que una

información parcial acerca de la estimación de la capacidad de criopreservación de un eyaculado.

La utilización del análisis de regresión por pasos, nos permitió determinar que la realización del

test de Resistencia Osmótica tras 60 minutos de incubación, resulta el más interesante, tanto

por ser el que explica un mayor porcentaje de la variabilidad del semen descongelado (un 22%),

como por suponer un ahorro de tiempo con respecto al que implica una incubación de 60 minutos

más. Este resultado parece un poco débil para la repercusión que históricamente se le ha dado

a este tipo de pruebas (Holt, 2000b; Watson, 1995; Petzoldt et al., 1996), pero hay que tener

en cuenta que los daños celulares acaecidos en el proceso de congelación/descongelación respon-

den a mucho más que a un mero estrés osmótico, puesto que hay una gran incidencia de otros

factores sobre la calidad seminal �nal, como la formación de cristales de hielo, la resistencia de

las membranas al descenso de temperatura, el efecto solución, la peroxidación lipídica, etc., que

limitan la utilización de este tipo de pruebas como parámetros predictores de la congelabilidad

de un eyaculado. No obstante, la utilización de medios anisosmóticos ha de considerarse una vía

interesante para formar parte de los protocolos de selección de animales cuyo semen sea desti-

nado a la criopreservación, ya que la variabilidad individual en la respuesta al estrés osmótico es

considerada, por algunos autores (Petrunkina et al., 2004), como un re�ejo de las diferencias en

la funcionalidad de membrana que resultan cruciales para la predicción de la congelabilidad.

5.2.3. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un estrés por

calor (termorresistencia).

El estrés que sufren los espermatozoides cuando son sometidos a altas temperaturas duran-

te un periodo de tiempo prolongado, ocasiona daños en las membranas celulares (acrosómica y

plasmática) y en su capacidad móvil, reduciendo enormemente la vida útil de las células esper-

máticas (Decuadro, 2001) y, por consiguiente, provocando una caída en la capacidad fecundante

del semen (Sala-Echave et al., 2008).

Este tipo de alteraciones, han sido relatadas en varias especies animales (Kozumplik y Sosno-

vá, 1985; Kozumplík y Roubal, 1990; Tardif et al., 1999; Torres-Bianchini et al., 2003; Sala-Echave

et al., 2008) y en concreto, en semen de verraco se han observado descensos estadísticamente sig-

ni�cativos en la calidad de las muestras, a partir de los 45 minutos de incubación a 42,5 ºC

(Tardif et al., 1999), o incluso tras 15 minutos a 37 ºC (Sala-Echave et al., 2008). En nuestro

estudio, todos los parámetros analizados re�ejaron porcentajes medios inferiores ya en el primer

tiempo de valoración (a las 1,5 horas), si bien la práctica totalidad de ellos no llegaron a mostrar

signi�cación estadística con respecto a los valores iniciales hasta una vez transcurridas tres horas

de incubación, con una única excepción, referida a la integridad de la vesícula acrosómica, cuyos

diferenciales resultaron signi�cativos entre todos los tiempos analizados en la incubación, si bien

presentó caídas más leves que el resto de parámetros en cada una de las valoraciones. Por tanto,

la incubación de las muestras a 39 ºC no parece producir daños severos a las membranas, como

demuestra la leve disminución de sus porcentajes de integridad a lo largo del tiempo en que se
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mantiene. El parámetro de la movilidad espermática resultó con diferencia el más afectado por

la incubación a 39 ºC, como re�eja la notable reducción en su porcentaje una vez transcurridas

las 7 horas, coincidiendo con lo observado en semen de bovino por Torres-Bianchini et al. (2003).

La disminución de calidad de nuestras muestras resultó similar en las dos razas analizadas

en casi todos los tiempos, apareciendo únicamente diferencias esporádicas en el porcentaje de

movilidad sin cafeína en el T4,5 y con ella en el T7. Del mismo modo, al analizar los resultados

por animal, nos encontramos con que en muy pocos puntos existieron diferencias en la respuesta

de los distintos verracos, coincidiendo éstas, tanto en el parámetro analizado como en los tiempos

donde aparecieron, con las diferencias entre razas (�guras de la 4.14 a la 4.17).

Estos resultados sugieren que la proporción de células espermáticas con motilidad resulta

el parámetro más discriminante de todos los evaluados en la termorresistencia, con�rmando lo

expuesto por Kozumplik y Sosnová (1985), Tardif et al. (1999) y Torres-Bianchini et al. (2003)

para los que resulta ser, además, el que presenta una mayor correlación con la capacidad fecun-

dante in vivo. Aunque el hecho de que los eyaculados de verracos Landrace presenten una mayor

calidad al �nal de la incubación (atendiendo únicamente al porcentaje de movilidad), como así

indicaban las pruebas hiposmóticas, podría ser indicativo de que la termorresistencia resulta una

prueba interesante para la discriminación de eyaculados, coincidiendo con Kozumplík y Roubal

(1990), al analizarlo con más detenimiento, podemos percatarnos de que una gran parte de esta

diferencia entre razas corresponde al comportamiento claramente discordante de un único macho

del total de ocho que se emplearon en el estudio; así, el G6328 pasa de un 86,99% de movilidad

en aquellas muestras sin cafeína en el T3 a un 61,66% en el T4,5 y, de igual forma, el G5223

pasa, en las muestras estimuladas químicamente, de un 87,92% en el T4,5 a un 66,66% en el

T7, sin que el resto de animales Large White mostrasen una evolución muy diferente a la de los

de la raza Landrace. A la vista de estos resultados, estamos más de acuerdo con Tardif et al.

(1999) y Torres-Bianchini et al. (2003), que consideran la termorresistencia una prueba poco

determinante para comprobar diferencias de calidad entre eyaculados.

La escasa capacidad discriminatoria manifestada por esta prueba en nuestro estudio, frente a

la mostrada en otros (Fiser et al., 1991; Peláez, 2003), podría deberse a que en éstos se utilizaron

muestras descongeladas; así, Fiser et al. (1991), la emplearon para determinar la funcionalidad

del semen criopreservado y establecieron que la incubación a una temperatura elevada sirve para

sacar a la luz daños latentes de las membranas de los espermatozoides originados durante el pro-

ceso de congelación/descongelación, que, a la postre, van a desencadenar la muerte celular. En

cambio, como en las muestras de semen fresco estos daños no existen, la capacidad de selección

de eyaculados mediante esta técnica va ser mucho más limitada que en el caso de las muestras

criopreservadas, ya que presentan una variación en la integridad de ambas membranas notable-

mente inferior a éstas, como queda patente al comparar nuestros resultados con los obtenidos en

aquellos trabajos.

No obstante, al analizar los resultados de nuestro trabajo y agruparlos en las categorías es-

tablecidas en función de la aptitud de los eyaculados para la congelación, se comprueba que
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únicamente el porcentaje de integridad de la membrana plasmática revela diferencias signi�ca-

tivas entre los distintos grupos, de manera que aquellos eyaculados que presentan una mayor

resistencia de esta estructura a la criopreservación (BC), mantienen una mayor resistencia a la

incubación a 39 ºC que los que componen el grupo MC. Por lo tanto, teniendo en cuenta el com-

portamiento de la membrana plasmática, la termorresistencia pudiera ser una prueba orientativa

respecto a la capacidad de congelación de ciertos eyaculados, si bien sólo permitiría discriminar

aquellos cuya supervivencia al proceso distase mucho entre ellos.

Los coe�cientes de correlación entre los diferentes promedios de los parámetros analizados, en

cada uno de los tiempos empleados, con los índices calculados posdescongelación, revelan prác-

ticamente el mismo dato, esto es, que el porcentaje de integridad de la membrana plasmática

es el único parámetro con una correlación estadísticamente signi�cativa con la congelabilidad

en todos los tiempos, siendo además, el que presenta un mayor coe�ciente, con un 0,526 en el

T1,5. A medida que avanza el tiempo de permanencia a 39 ºC, estos coe�cientes muestran una

reducción considerable, lo que supone que la incubación disminuye la capacidad para estimar la

congelabilidad de los eyaculados, por lo que no resultaría una prueba recomendable para este �n.

Este hecho ya podía intuirse en las grá�cas 4.18 y 4.19, donde los valores medios de los diferentes

grupos de calidad van acercándose a medida que transcurre la incubación, llegando incluso, en la

integridad de la vesícula acrosómica, a desaparecer las diferencias existentes entre los tres grupos

en el semen fresco.

La realización del análisis multivariante de regresión, nos ha permitido corroborar lo ya ex-

puesto; por una parte, la integridad de la membrana plasmática resulta ser el parámetro más

relevante en la predicción de la congelabilidad, y por otra, a partir de las tres horas de incu-

bación, los modelos creados disminuyen notablemente el porcentaje de varianza del índice de

�congelabilidad� que permiten explicar, si bien, en ningún momento éstos superaron el 28,1%.

Estos pobres valores predictivos no sorprenden, debido a que los mecanismos deletéreos en la

prueba de la termorresistencia no parecen tener nada que ver con los principales que actúan en

el proceso de criopreservación, como, por ejemplo, el descenso de temperatura, el estrés osmótico

o la formación de cristales de hielo (Watson, 1995).

5.2.4. Evaluación de la resistencia de las células espermáticas a un choque a

frigore.

La alta sensibilidad de los espermatozoides de verraco frente a los descensos bruscos de tem-

peratura queda patente por la pérdida de viabilidad que experimentan (Watson, 1981a; Watson

y Plummer, 1985), que responde, por una parte, a los cambios morfológicos ocurridos en nu-

merosas estructuras de la célula (membrana plasmática, acrosómica o mitocondria) y, por otra,

también a la degeneración del ADN o a cambios bioquímicos originados por la supresión de la

capacidad selectiva de la membrana, lo que conduce, entre otros efectos, a una disminución de

la actividad respiratoria y de la glicólisis (De Leeuw et al., 1990b), quedando esto de mani�esto
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principalmente por una reducción de la movilidad celular.

Nuestro estudio estuvo en la línea de otros trabajos (Pursel et al., 1972a, 1972b y 1973; Fiser

y Fairfull, 1986; Tamuli y Watson, 1994a; Nath et al., 1994), re�ejando una caída, tanto en el

porcentaje de integridad de las membranas estudiadas (acrosómica y plasmática), como en la

motilidad espermática, incluso tras la estimulación de las muestras con cafeína. La resistencia

de las membranas después de 5 minutos a 0 ºC presentó unos porcentajes muy bajos, ya que

sólo el 3,09% de los espermatozoides se mantuvieron con la membrana plasmática íntegra y la

acrosómica, por su parte, permaneció en el 3,97%. La temperatura empleada en la prueba y la

velocidad del enfriamiento de las muestras tienen mucho que ver en la severidad del daño, hecho

que ha sido relatado también por numerosos autores (Watson, 1981a). Es por esta dependencia

de la temperatura por lo que se ha sugerido la implicación en este daño del fenómeno de transi-

ción lateral de fases (De Leeuw et al., 1990b; Drobnis et al., 1993), que va a producir �nalmente

la ruptura de la estructura de membrana (Watson y Plummer, 1985). La transición y separación

lateral de fases va a implicar un aumento en la permeabilidad de la membrana, así como una pér-

dida de la capacidad selectiva de la misma por alteraciones, entre otras, de la funcionalidad de las

proteínas estructurales (Parks, 1997), que conlleva, a su vez, una modi�cación de la composición

del medio intracelular, que va a originar una alteración del metabolismo espermático (Drobnis

et al., 1993). Estas variaciones del medio interno hacen referencia, esencialmente, al cambio en las

concentraciones de determinados iones como el Na+, el Zn+ y el Ca2+, que aumentan, o el K+,

que se reduce, al igual que el Mg+ cuando las muestras están diluídas, pero también a la pérdida

de ATP, ácidos nucleicos y enzimas necesarias para el correcto funcionamiento de la célula. El

incremento del Ca2+ (Quinn y White, 1966; Robertson et al., 1988; White, 1993; Bailey y Buhr,

1995) resulta de gran importancia, ya que interviene en la regulación de muchas funciones del

espermatozoide, como la motilidad, la modulación de la actividad de la adenilato ciclasa (AC)

[Goh y White, 1988; Willoughby y Cooper, 2007], o incluso la inducción de la reacción acrosómica

y de la hiperactividad espermática (White, 1993; Ho et al., 2002; Ho y Suárez, 2003; Suárez y

Ho, 2003; Suárez, 2008).

El choque a frigore también provoca alteraciones apreciables en la morfología del acrosoma,

como un hinchamiento de toda la estructura o una vesiculización de su membrana (Quinn et al.,

1969; Jones y Martin, 1973; Pursel, 1979); esta disminución del porcentaje total de acrosomas

morfológicamente normales puede ser consecuencia directa de las alteraciones morfológicas que

suceden en las membranas celulares, pero también puede atribuirse a la aparición de cambios

similares a los observados en el proceso de capacitación espermática (Watson, 1995). Así, el incre-

mento de calcio intracelular que ocurre durante el enfriamiento podría justi�car estos cambios, ya

que estimula procesos dependientes de él, como la citada capacitación espermática y la posterior

reacción acrosómica (RA) [Yanagimachi, 1994], permitiendo la fusión entre las membranas plas-

mática y acrosomal externa (Stornelli et al., 2005), hecho que ha quedado patente al conseguir

inducir la RA incrementando los niveles intracelulares mediante la utilización de ionóforos de

Ca2+ (Januskauskas et al., 2000b).

No obstante, existen otras dos teorías que pueden justi�carlo más allá de la in�uencia de los
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iones Ca2+:

Por una parte, mediante el efecto del enfriamiento sobre la arquitectura lipídica de las

membranas, ya que probablemente tiene lugar la inhibición de los mecanismos que permiten

mantener la asimetría de las mismas (Verhoven et al., 1992; Müller et al., 1994; Gadella y

Harrison, 2000; Gadella y Harrison, 2002), haciendo que tengan una mayor capacidad para

fusionarse.

Por otra parte, como consecuencia de la sensibilidad mostrada por los elementos del ci-

toesqueleto a los descensos de temperatura, puede originarse la aparición de fenómenos

de despolimerización de los �lamentos de actina, para acabar desembocando en la des-

estabilización de la membrana, que proporcionará una mayor capacidad de fusión de las

membranas (Watson, 2000), lo cual ha sido descrito por Spungin et al., 1995, como un

requisito previo esencial para la aproximación de ambas en el camino hacia la exocitosis

acrosomal.

Por tanto, la aparición de acrosomas con una morfología alterada puede que no corresponda a

un daño directo del choque por frío sobre las membranas de los espermatozoides, sino que resulte

de la inducción de una RA verdadera; en cualquier caso, ambos hechos van a reducir de forma

considerable la capacidad fecundante de las muestras.

Aunque posiblemente con�uyan las tres teorías expuestas en la inducción de la reacción acro-

sómica, se puede destacar la implicación de los iones calcio en el proceso, por el paralelismo

existente entre el incremento intracelular del mismo y la severidad de los daños celulares acae-

cidos en el choque por frío (ambos resultan mayores cuanto más baja es la temperatura �nal

alcanzada por las células y cuanto más alta es la velocidad de enfriamiento [White, 1993]). A la

vista de esta implicación, se han establecido métodos de protección de los espermatozoides frente

a los descensos bruscos de temperatura, mediante la adición de sustancias como la fosfatidilco-

lina, que consiguen reducir las alteraciones celulares producidas en el choque a frigore a través

de la disminución de la entrada de Ca2+ (Simpson et al., 1987).

Otra consecuencia destacable y que resulta ser una de las alteraciones más características

de la aplicación de un descenso brusco de temperatura a una muestra seminal, es la pérdida

irreversible de la capacidad mótil de muchas de sus células (Lasley y Bogart, 1944). En nuestro

estudio, únicamente el 6,81% mantuvieron la movilidad mostrada en el semen fresco; los altos

coe�cientes de correlación que encontramos entre la resistencia de la membrana plasmática y

el porcentaje de espermatozoides que mantuvieron la movilidad, tanto sin cafeína (r = 0,888),

como con ella (r = 0,912), nos indican la in�uencia que tienen las alteraciones ocurridas en esta

membrana sobre dicha movilidad espermática. Esta correlación positiva ha sido sugerida por

diversos autores (Emerit et al., 1991; Bell et al., 1993) y su repercusión puede ser consecuencia

de varios procesos interrelacionados entre sí. Por una parte, el mencionado incremento de la

permeabilidad del plasmalema durante el enfriamiento, altera la regulación que ejerce la célula
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sobre su medio intracelular, por la modi�cación funcional de las proteínas estructurales (princi-

palmente las transportadoras, como los canales de calcio [Robertson y Watson, 1986; Bailey y

Buhr, 1994]) y por el libre intercambio de iones a través de las soluciones de continuidad creadas

entre las diferentes fases lipídicas (Watson y Plummer, 1985; Watson y Morris, 1987). Ambas

provocan, entre otras alteraciones, el consabido incremento intracelular de Ca2+, que está cla-

ramente asociado con el cese de la movilidad celular observado tras el choque por frío, como

relatan numerosos estudios (Tash y Means, 1982; Gibbons y Gibbons, 1980a; Hong et al., 1984

y 1985a). La in�uencia de este ión sobre la movilidad es tal, que variaciones micromolares en su

concentración pueden provocar cambios notables en el movimiento del �agelo; por este motivo,

en condiciones normales, la célula espermática dispone de bombas muy precisas en la membrana

plasmática para garantizar unas bajas concentraciones de Ca2+ a nivel del �agelo (Tash y Means,

1982).

Por otra parte, otro proceso íntimamente asociado con el enfriamiento brusco es la peroxi-

dación lipídica (Bilodeau et al., 2000; Chatterjee y Gagnon, 2001; Chatterjee et al., 2001), cuyo

efecto depresor sobre la movilidad ha sido ampliamente relatado (White, 1993; Gadea et al.,

2005a; Aitken et al., 1998; Membrillo Ortega et al., 2003). Asimismo, se ha determinado que el

desequilibrio creado por el intercambio descontrolado de iones entre el medio y la célula, va a

alterar de forma severa otros aspectos del metabolismo celular (revisar Mann y Lutwak-Mann,

1981), como por ejemplo, el metabolismo energético; así, en los espermatozoides sometidos a un

choque a frigore se produce una menor incorporación de fructosa y de oxígeno, observándose

además un caída notable en los niveles de ATP (White, 1993), que responde a un descenso de

su producción mitocondrial, bien por lesiones a nivel de las membranas de la mitocondria (no

hay que olvidar la naturaleza membrano-dependiente del proceso), o bien por la ausencia del

equilibrio iónico necesario para el correcto funcionamiento de este orgánulo (Mishra et al., 1989).

Sea como fuere, la disminución de la energía procedente del ATP va a originar inicialmente un

descenso en la progresividad de los espermatozoides, seguida de una reducción total de la movi-

lidad celular (Serres et al., 1991).

Las reducciones observadas en los parámetros analizados no presentan la misma intensidad

en todos los verracos empleados en nuestro estudio, incluso se observan valores medios estadísti-

camente distintos entre las dos razas empleadas. Esta alta variabilidad puede ser explicada por la

existencia de diferencias intrínsecas a las membranas, que posiblemente modi�quen la funciona-

lidad de las mismas (Gadella et al., 1999). Estas diferencias se han atribuido a variaciones en la

composición lipídica (De Leeuw et al., 1990a; Parks y Linch, 1992), fundamentalmente a la ratio

colesterol/fosfolípidos y al índice de insaturación de los ácidos grasos, ya que tanto el colesterol,

como las particularidades estéricas que imponen los dobles o triples enlaces de cada molécula

de ácido graso, in�uyen sobre la facilidad con la que se producen los fenómenos de separación

lateral de fases (Alberts et al., 1989). La implicación de este tipo fenómenos presenta una base

genética, que puede intuirse al observar que la raza Landrace muestra en la vitalidad, la inte-

gridad acrosómica y la movilidad, con y sin cafeína, medias superiores a la raza Large White, y

mucho más a nivel de verraco, donde se comprueba cómo los mismos animales acaparan en todos
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los parámetros, tanto los valores medios más altos unos, como los más bajos otros; en efecto, el

R5487 presenta promedios muy superiores al resto de animales en todos ellos, y entre el G6328

y el L437 se reparten los valores más bajos. La existencia de verracos con una mayor o menor

resistencia al enfriamiento brusco, tomando como referencia los análisis realizados, podría estar

justi�cada por esas variaciones estructurales de la membrana plasmática, ya que la respuesta de

esta estructura al choque a frigore, como hemos explicado, condiciona el grado de modi�cación

del medio intracelular y éste, a su vez, repercutirá tanto en el estado de la vesícula acrosómica,

como en la capacidad móvil de los espermatozoides.

La incubación de las distintas muestras seminales a 20 ºC incrementó, tanto el mantenimiento

de la capacidad móvil de los espermatozoides, como la resistencia de las diferentes membranas al

choque por frío, llegando a promedios máximos de un 39,05% para el acrosoma, de un 26,53%

para la membrana plasmática y de un 43,32% y un 39,98% para el porcentaje de movilidad, con

y sin cafeína, respectivamente. Este fenómeno ha sido relatado por numerosos autores (Pursel

et al., 1972b; Pursel et al., 1973; Nath et al., 1994), y aunque se ha considerado inherente a la

célula y se ha determinado que está sometido a una notable in�uencia ambiental (Pursel et al.,

1972b; Pursel et al., 1973), el mecanismo por el cual sucede no ha quedado perfectamente clari�-

cado (Robertson et al., 1988). Esta menor sensibilidad que mani�estan las membranas celulares

al choque por frío cuando se incrementa el tiempo de incubación previo (White, 1993), también

tiene su repercusión sobre la entrada de calcio al interior de la célula, que resulta notablemente

inferior, por lo que parte del mantenimiento de la movilidad y de la integridad acrosómica, podría

ser consecuencia de esta menor concentración intracelular de Ca2+.

Si atendemos a los promedios obtenidos en nuestras muestras, podemos comprobar que la

diferencia media existente entre la resistencia de la membrana plasmática de una y otra raza

parece mantenerse a lo largo de la incubación, si bien no se re�eja signi�cación estadística entre

ellas a partir de las dos horas. El hecho de que se mantenga esta diferencia media nos incita

a pensar que esa pérdida de susceptibilidad es inherente a las células, pero al analizar las va-

riaciones observadas para cada verraco en particular a lo largo de las 5 horas de incubación,

nos encontramos con que, aunque la amplia mayoría de animales empleados se mantiene en la

misma posición que en el S0, existen otros que modi�can este patrón, como el G6328, que pasa

de ser el que inicialmente muestra el valor medio más bajo, a presentar, tras el S5, el tercer

promedio más alto. Esto pone de mani�esto la existencia de variaciones intraverraco, ya no só-

lo en la susceptibilidad al choque, sino también en la capacidad de adquisición de resistencia

mediante la incubación. La interacción del medio en esta pérdida de susceptibilidad resulta un

factor clave, ya que su pH, su factor de dilución y su composición están relacionados con ella

(Pursel et al., 1972b; Pursel et al., 1973; Watson y Plummer, 1985). En nuestro estudio, tanto

el pH como el factor de dilución y la composición del medio arti�cial, fueron similares para to-

das las muestras, por lo que el propio plasma seminal podría ser el elemento determinante; de

hecho, numerosos autores han recogido su in�uencia sobre la resistencia espermática al choque

a frigore (Pursel et al., 1973; Church y Graves, 1976; Berger y Clegg, 1985; Maxwell et al., 1999).
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La variación en la pérdida de susceptibilidad no se reveló tan claramente al analizar los resul-

tados de resistencia del acrosoma, observándose porcentajes medios mucho más parecidos entre

las dos razas estudiadas. Por otro lado, la respuesta del acrosoma a la incubación también resultó

mucho más homogénea entre los animales empleados, no pudiendo destacar diferencias impor-

tantes entre ellos. Los valores recogidos en todos los tiempos resultaron ligeramente superiores a

los de la membrana plasmática, con�rmando la teoría expuesta por Harrison y Vickers (1990),

que consideran que esta estructura presenta una mayor estabilidad frente al choque por frío. Este

hecho podría ser el causante de la menor variabilidad observada entre las diferentes muestras,

haciendo que la valoración acrosómica resulte menos indicada para discriminar eyaculados con

base en la sensibilidad mostrada a los descensos bruscos de temperatura.

El incremento de la movilidad a medida que transcurre la incubación a 20 ºC es similar en

los dos tipos de muestras empleadas, con y sin cafeína, siendo los valores obtenidos con el esti-

mulante signi�cativamente superiores en la mayoría de los tiempos. Resulta reseñable el hecho

de que este incremento no sea mayor, sobre todo si tenemos en cuenta que una de las vías por

las que la cafeína ejerce su efecto sobre la movilidad es mediante la traslocación del calcio, lo

que conllevaría una reducción de su concentración intracelular (Hong et al., 1985b); otro proceso

que se ha determinado que está implicado es la inhibición de la fosfodiesterasa dependiente de

calmodulina (Garbers et al., 1973; Hong et al., 1985b; Dimitriadis et al., 2008), que incrementa

la concentración de AMPc (necesario para la fosforilación proteica). No obstante, ninguna de

estas vías parece resultar tan e�caz en espermatozoides que han sufrido un choque por frío, lo

cual puede estar justi�cado por dos motivos, bien por el desorden iónico generado tras el choque

a frigore, que generaría un incorrecto funcionamiento de estas rutas metabólicas, o bien por la

acumulación excesiva de iones Ca2+ en el interior de la célula, con niveles tan elevados que su eli-

minación hacia el medio extracelular no resulte su�ciente para permitir el movimiento del �agelo.

La movilidad de los espermatozoides también evidencia que la respuesta de los eyaculados

a la incubación varía notablemente, tanto en función de la raza, como del verraco en cuestión.

Así, al observar la �gura 4.29, se comprueba que la raza Landrace muestra una tendencia a

adquirir con mayor celeridad un alto nivel de movilidad tras el choque por frío, a pesar de no

re�ejarse diferencias signi�cativas entre razas. El hecho de que los eyaculados procedentes de

verracos Large White deban permanecer un mayor tiempo a 20 ºC para adquirir el máximo

nivel de movilidad, queda de nuevo de mani�esto, aunque de forma ligeramente atenuada, en las

muestras incubadas con cafeína.

Una vez más, donde resulta más patente la in�uencia del tiempo de permanencia a 20 ºC,

es en las medias calculadas para los diferentes animales. Su análisis revela que en general el

comportamiento resulta bastante homogéneo; así, el verraco R5487, vuelve a marcar los valores

más altos en todos los tiempos, y el G2552 y el L437 mantienen permanentemente niveles muy

bajos también en todos ellos. No obstante, existen dos tipos de respuesta que destacan sobre la

uniformidad mostrada por la mayoría de los eyaculados; una, la que presentan tanto el R5487

como el R3846, que pronto adquieren los valores máximos de movilidad, en una hora el primero

y en dos el segundo, que después van a mantener en los siguientes tiempos analizados. La otra

246



5. Discusión

respuesta que nos interesa resaltar es la que mani�esta el G6328, que incrementa notablemente

el porcentaje de espermatozoides que mantienen la capacidad móvil cada hora, pasando de ser

el eyaculado con un menor porcentaje de células en movimiento a ser el segundo con mayor

porcentaje después del S5, por detrás únicamente del R5487 (�gura 4.30). Este tipo de respuesta

la había mostrado ya el G6328 al analizar la resistencia de la membrana plasmática, dato que

constituye un indicador más de la relación existente entre ambos parámetros.

Teniendo en cuenta estas variaciones individuales, la velocidad con que la motilidad mani�es-

ta una mayor tolerancia al enfriamiento podría indicar la capacidad de resistencia al proceso de

criopreservación, ya que el análisis de la respuesta de los distintos grupos de calidad en función

de su aptitud para la congelación, nos revela que el grupo BC adquiere de una forma más rápida

el máximo nivel de movilidad (en el S2), mientras que en los otros dos grupos, formados por

los eyaculados con una menor capacidad para la criopreservación, este incremento es más lento

y progresivo a lo largo de las cinco horas de incubación. Por otra parte, tanto en el porcentaje

de células mótiles (con y sin cafeína) como en los de integridad de las membranas plasmática y

acrosómica, se puede comprobar cómo la respuesta al choque a frigore di�ere en función de la

capacidad de congelación de los eyaculados, siendo, en todos los casos, aquellos que presentan

una mayor resistencia a la congelación los que van soportar mejor el descenso de temperatura. La

existencia de diferencias signi�cativas entre los valores medios de los tres grupos, fundamental-

mente entre el BC y el MC, sugiere que la resistencia al choque puede ser utilizada como técnica

para discriminar eyaculados con una baja congelabilidad. Esta capacidad de discriminación au-

menta considerablemente a medida que transcurre el tiempo en que las muestras permanecen a

20 ºC, como queda demostrado al observar el incremento de las diferencias, punto a punto, entre

los valores medios de los tres grupos.

Estas evidentes diferencias entre los tres grupos nos indican que, ante una posible estima-

ción de la congelabilidad de un eyaculado, la realización del choque por frío es la prueba más

determinante de todas las analizadas en este experimento; en efecto, la resistencia espermática

al mismo y a la criopreservación han sido relacionadas en muchos estudios, siendo posiblemen-

te el incremento de la resistencia celular a los descensos de temperatura, la vía más empleada

para incrementar la calidad de las muestras descongeladas; en este sentido, numerosos trabajos,

partiendo de la premisa de que la composición lipídica de la membrana plasmática marca la

resistencia espermática al enfriamiento, han tratado de obtener una mejor respuesta al choque

a frigore, bien mediante la elección de espermatozoides cuyas características de membrana les

hacen más resistentes al frío, como los epididimarios (Lasley y Bogart, 1944; Watson y Plummer,

1985), o bien mediante la utilización de preparaciones lipídicas puri�cadas, como la incorpora-

ción a los diluyentes de yema de huevo o de sustancias como el SDS. La yema de huevo contiene

fosfolípidos (Quinn et al., 1980; Graham y Foote, 1987; Chesmedjieva et al., 1996) y lipoproteínas

de baja densidad (Watson, 1976; Foulkes, 1977; Watson, 1981b) que proporcionan un efecto pro-

tector frente al choque a frigore, y el SDS es un detergente aniónico que solubiliza las proteínas

y que, asociado a la yema de huevo, con�ere un efecto protector sobre el acrosoma y sobre la

movilidad (Pursel et al., 1978). La aplicación de estos mismos métodos sobre muestras que van a
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ser criopreservadas ha incrementado también notablemente la supervivencia celular posdescon-

gelación (Graham et al., 1971; Pursel y Johnson, 1975b; Pursel et al., 1978; Fiser y Fairfull, 1986).

Hay otros trabajos, más actuales, que mani�estan la relación entre la capacidad de criopre-

servación y la resistencia al choque por frío, de forma que, basándose en la disminución que se

observa tras la descongelación, tanto en la proporción de ácidos grasos poliinsaturados, como en

el contenido de colesterol (hecho, este último, correlacionado con la caída de la movilidad y de

la integridad acrosómica [Chesmedjieva et al., 1996; Maldjian et al., 2005]), tratan de modi�car

en cierta medida la composición de las membranas, mediante la inclusión de sustancias como

el ácido docosahexaenoico (DHA) en la dieta (Maldjian et al., 2005) o las cyclodextrinas en los

diluyentes (Zeng y Terada, 2001; Mocé y Graham, 2006), para conseguir incrementar la calidad

de las muestras una vez descongeladas. La utilización de este tipo de sustancias en soluciones

espermáticas sometidas a un choque a frigore, les con�ere también una mayor resistencia al pro-

ceso (Zeng y Terada, 2000). El hecho de que estas iniciativas para incrementar la resistencia al

descenso brusco de temperatura mejoren también la resistencia a la criopreservación, o viceversa,

sugiere que la susceptibilidad al choque por frío va a determinar una gran parte de la sensibilidad

de las células a la criopreservación, en consonancia con las evidencias obtenidas por Holt y North

(1991), que planteaban que los fenómenos de transición de fases eran los principales causantes

de los daños observados durante el calentamiento celular tras la descongelación, etapa en la que,

según estos autores, se producen los mayores daños en la membrana plasmática.

Nuestros resultados con�rman, desde un primer momento, la existencia de correlaciones in-

teresantes entre la resistencia al enfriamiento y a la criopreservación, que en el S0 no resultan

más elevadas que aquellas observadas en algunas de las valoraciones convencionales o en las prue-

bas hipoosmóticas, por lo que se podría considerar que el choque por frío no es una prueba con

más relevancia que las otras; sin embargo, al analizar los coe�cientes a medida que transcurre

el tiempo de incubación, se observa que éstos se van haciendo más elevados, surgiendo incluso

signi�cación estadística con índices con los que no la había en las primeras horas, llegando, en

el S5, a alcanzar coe�cientes de 0,771 y 0,802, que superan claramente los obtenidos con otras

pruebas y con�rman lo que se intuía al ver el comportamiento de los diferentes grupos de calidad,

que era una prueba con una alta capacidad de discriminación de eyaculados, sobre todo si se

realiza una incubación previa de las muestras.

El porcentaje de variabilidad posdescongelación que es explicado por la resistencia al choque

a frigore mediante los modelos de regresión creados, se vió incrementado igualmente al aumentar

el tiempo de incubación de las muestras, pasando de un 29,5% en el S0, a un 58,3% en el

S5, incorporando sólo una variable a cada uno de ellos. Teniendo en cuenta que Roca et al.

(2006a) consideran que sobre el 70% de la variabilidad de la criosupervivencia del semen de

verraco podría ser explicada únicamente por factores intrínsecos al mismo, y si la determinación

de casi un 60% de esta variabilidad se realiza mediante una sola valoración, la resistencia de la

membrana plasmática al S5, puede a�rmarse que dicha valoración es un método bastante e�caz

para la preselección de verracos con una alta congelabilidad.
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Este incremento ocasionado por la incubación a 20 ºC puede ser consecuencia de la acción de

factores externos a las propias células y, dentro de éstos, posiblemente y como se había indicado,

del plasma seminal. La utilización de marcadores genéticos para estudiar la capacidad de criopre-

servación del semen de verraco está empezando a dar resultados interesantes; así, Thurston et al.

(2002), tras encontrar evidencias de la existencia de marcadores genéticos para la congelabilidad

del semen, concluyeron que cabía la posibilidad de que éstos estuvieran más relacionados con la

composición del plasma seminal o con las funciones de las glándulas sexuales accesorias, que con

la variabilidad en la �siología o en la bioquímica espermática. Por su parte, Hernández et al.

(2007a) determinaron que la adición de plasma seminal de eyaculados procedentes de buenos

congeladores a eyaculados de malos congeladores incrementaba, tanto la calidad de las muestras

descongeladas, como el porcentaje de ovocitos penetrados y polispérmicos.

Esta supuesta importancia del plasma seminal también ha sido relatada en el choque por

frío (Pursel et al., 1973; Church y Graves, 1976; Berger y Clegg, 1985; Maxwell et al., 1999),

por lo que resultaría interesante estudiar más en profundidad su relevancia en ambos procesos

a �n de determinar la existencia de una posible relación entre ellos, en un intento de mejorar la

predicción de la congelabilidad de los eyaculados.

5.3. Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos

por los espermatozoides.

5.3.1. Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales de los

espermatozoides analizados.

El análisis de la movilidad espermática siempre ha tenido un gran peso especí�co dentro de

la batería de pruebas que se realizan a una muestra seminal con el �n de determinar su calidad.

Comúnmente, su ejecución viene siendo efectuada a través de microscopía óptica mediante una

estimación visual, tanto del porcentaje de células móviles como de la calidad de su movimiento,

considerando como patrón de referencia para esta última, al progresivo y rectilíneo (Rodríguez-

Martínez et al., 2008). Este método, caracterizado por su escaso coste, y a pesar de que presenta

grandes variaciones entre valoraciones, ya que depende enormemente, entre otras cosas, de la

experiencia del técnico que las efectúe, ha contribuido al desarrollo y éxito de la inseminación

arti�cial, al permitir eliminar eyaculados con pobres motilidades y que, por consiguiente, traerían

consigo problemas de subfertilidad o infertilidad. No obstante, esta técnica no va a resultar tan

útil cuando los eyaculados presentan movilidades altas o simplemente aceptables, puesto que por

encima de un determinado valor, porcentajes más elevados no van a implicar necesariamente una

mayor calidad seminal (Gadea et al., 1998).

Hoy en día, cada vez resulta más habitual la utilización de un sistema computarizado para

efectuar el análisis seminal, ya que no sólo reduce la subjetividad de la estimación visual, sino que

aporta una mayor información para la detección de diferencias inapreciables por el ojo humano

(Rodríguez-Martínez et al., 2008), como las provocadas por variaciones del medio externo, por

diversos estadios �siológicos de las células, genéticas (entre razas o verracos), etc., algo que
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pudimos comprobar en nuestro trabajo al estudiar el porcentaje total de espermatozoides móviles,

cuando el análisis computarizado detectó diferencias entre verracos no apreciadas en la estimación

visual.

La generalización en el uso de estos sistemas CASA, que ha contribuido al abaratamiento de

costes haciéndolos aún más atractivos para los usuarios, ha permitido de�nir las características

del movimiento espermático, si bien, por el momento sigue sin despejarse la importancia biológica

de muchos de los parámetros calculados, por lo que la interpretación de los resultados resulta

laboriosa y las conclusiones a las que se llega no son relevantes en muchas ocasiones.

Evolución de los parámetros cinéticos individuales tras el proceso de criopreserva-

ción.

Analizando en nuestro trabajo los resultados medios para los ocho parámetros cinéticos calcu-

lados, se observa en el semen descongelado con respecto al semen fresco un incremento notable en

todos ellos, exceptuando al WOB, que permanece con valores estadísticamente similares (�gura

4.37).

Si bien muchos autores han observado en el semen descongelado de verraco un aumento

generalizado de los promedios calculados, son notables las diferencias entre lo publicado por unos

y otros. Así, mientras la mayoría muestran un incremento de la velocidad celular, expresado en

subidas de la VCL, la VSL y la VAP (Peña et al., 2003b; Saravia et al., 2007; Flores et al.,

2008b; Tejerina, 2008), existen otros parámetros en los que se recoge una mayor variabilidad

en la respuesta a la criopreservación, lo cual permitiría realizar a�rmaciones contradictorias;

en concreto, atendiendo a los promedios recogidos para la ALH, hay autores que cali�can al

movimiento celular tras la descongelación como de �menos vigoroso� (Rodríguez-Martínez et al.,

2008) con base en el descenso signi�cativo observado (Eriksson et al., 2001), mientras que otros,

como Flores et al. (2008b), observan que las células analizadas prácticamente duplican el valor

del citado parámetro, permitiendo llegar a una conclusión opuesta a la anterior, sobre todo

teniendo en cuenta que la BCF también se ve incrementada tras la descongelación. Esta falta

de uniformidad en la respuesta de la ALH podría ser consecuencia de las fuentes de variación

existentes entre los distintos sistemas CASA, re�ejadas en la revisión bibliográ�ca (epígrafe 2.3.4).

El incremento de la velocidad del movimiento celular detectado tras la descongelación nos

puede dar una falsa sensación de mejora de la capacidad móvil de los espermatozoides (Katkov y

Lulat, 2000), fundamentalmente si tomamos al pie de la letra aseveraciones como la realizada por

Graham et al. (1984), que consideraba a la velocidad espermática como un indicador indirecto del

buen funcionamiento de la mitocondria. Sin embargo, el incremento re�ejado no se ha de tomar

como una mejora de la capacidad móvil, sino como un cambio en el patrón cinético exhibido

por los espermatozoides (Tejerina, 2008), que aparece en parte como respuesta a la modi�cación

de la concentración intracelular de ciertos iones, como se expondrá más adelante. Además, no

hay que olvidar que los promedios calculados en el análisis cinético se realizan sobre aquellos

espermatozoides que mantienen la movilidad, por lo que subgrupos que presentasen valores de

velocidad bajos en semen fresco han podido perder completamente la capacidad móvil tras el

proceso de criopreservación, no contabilizando para el promedio calculado posdescongelación.
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Otra de las ideas generalizadas acerca de las características cinéticas de las células esper-

máticas criopreservadas, es que éstas mani�estan un patrón más circular (Eriksson et al., 2001;

Rodríguez-Martínez et al., 2008), y aunque en esta misma dirección apunta el incremento ex-

tremadamente alto que muestra la VCL en nuestro trabajo, no indica lo mismo el aumento de

los promedios de descriptores cinéticos como el LIN o el STR (esta misma respuesta se observa

en el trabajo realizado por Flores et al. (2008b), si bien en este caso fueron menos elevados y

no mostraron diferencias estadísticamente signi�cativas con el semen fresco). El hecho de que el

LIN permanezca inalterado, o mucho más si aumenta, implica que el incremento sufrido por la

VSL resulta tanto o más importante que el de la VCL, dejando sin sentido la citada a�rmación

(no hay que olvidar que el índice de linealidad calcula lo próxima que es la trayectoria circular

del espermatozoide a una línea recta mediante la relación porcentual entre la VSL y la VCL). No

obstante, la circunstancia de que este patrón de movimiento circular al que se re�eren algunos

autores, se produzca justo en el momento después de la descongelación, volviéndose más lineal

al permanecer en incubación a 38 ºC por un periodo cercano a los 30 minutos, como recoge

Rodríguez-Martínez et al. (2008) [a partir de los trabajos de Eriksson et al. (2001), Saravia et al.

(2005) y Hernández et al. (2007b)], va a hacer que lo consideremos, más que como una carac-

terística que de�ne a las células criopreservadas, como un posible movimiento de transición que

presentan los espermatozoides en la recuperación de la movilidad que se vio suprimida por el

descenso térmico.

Este patrón cinético que se observa en los espermatozoides tras la criopreservación, también

aparece después del enfriamiento de las muestras a 5, e incluso a 15 ºC (Eriksson et al., 2001),

y dado que en ambas situaciones se produce un incremento citosólico del Ca2+ , hay que valorar

una más que probable in�uencia de este ión en la manifestación de dicho patrón. Como hemos

comentado, el Ca2+ va a provocar la activación de la adenilato ciclasa (AC) [Morton et al., 1974;

Okamura et al., 1985; Gross et al., 1987], incrementando la concentración de AMPc, que va a

modular la actividad de la enzima Proteín Kinasa dependiente de AMPc (PKA), promoviendo la

expresión de la movilidad, lo cual podría justi�car el incremento generalizado de los parámetros

de velocidad espermática tras la descongelación. Por otro lado, el Ca2+ también muestra una

acción directa sobre el axonema (Tash y Means, 1982), lo que provoca un tipo de movimiento

más asimétrico (Cook et al., 1994), que se traduce a su vez en la manifestación de un patrón

mucho más circular, como se ha recogido en semen de rata, de erizo de mar y de corvina del

Atlántico (Lindemann et al., 1987; Chen et al., 2000; Ho y Suárez, 2003), conformando una

posible explicación al notable incremento registrado en la VCL.

La curva de absorción del calcio que presentan las células espermáticas descongeladas, tam-

bién puede ser un indicador de la in�uencia de este ión en la transitoriedad del movimiento

circular que muestran los espermatozoides tras la descongelación; en concreto, se ha detectado

que en espermatozoides de carnero, los niveles pasan, en un intervalo corto de tiempo, de un pico

de en torno a 79 nmol por cada 100 millones de células, justo tras la descongelación, a valores

inferiores, similares a los espermatozoides control (Simpson y White, 1986).

El cambio en el patrón cinético de algunos espermatozoides descongelados también ha sido

relacionado con la hiperactivación asociada a la criocapacitación, fenómeno que responde a la
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aparición, tras el proceso de congelación/descongelación, de modi�caciones celulares similares a

las ocurridas en la capacitación espermática, que van a desembocar en la reacción acrosómica.

Estos cambios han sido descritos en numerosas especies (Fuller y Whittingham, 1996; Cormier

et al., 1997; Maxwell y Johnson, 1997a; Neild et al., 1999) y a ellos se atribuye la reducción del

tiempo hábil de fecundación que suelen manifestar los espermatozoides criopreservados.

Cuando tiene lugar la capacitación espermática, en las proximidades del lugar de fecundación

se produce un cambio en el patrón de movimiento denominado hiperactivación (descrito por

primera vez por Yanagimachi, 1969), que va a permitir al espermatozoide desprenderse de la

pared del oviducto, desplazarse por su lumen y atravesar las células del cumulus oophorus (Stauss

et al., 1995, Suárez y Ho, 2003) y que se caracteriza básicamente por un desplazamiento no lineal

de la cabeza, con un incremento de la asimetría y de la amplitud de batido de cola, lo que va

a provocar, a su vez, que el espermatozoide muestre una baja progresión hacia delante y una

marcada trayectoria circular (Yanagimachi, 1994).

Esta capacitación espermática y la criocapacitación van a presentar una gran similitud en

cuanto a la reorganización que se produce en la membrana plasmática, como consecuencia, prin-

cipalmente, del movimiento de las proteínas estructurales de membrana (Holt y North, 1984) y

de la reducción en el contenido de esteroles (Canvin y Buhr, 1989; Visconti et al., 1999b), que

se traduce en un notable incremento en su �uidez. Esta mayor �uidez de la membrana plasmá-

tica detectada, tanto en las células criopreservadas (Hinkovska-Galcheva et al., 1989) como en

las capacitadas in vitro (Harrison et al., 1996; Flesch et al., 1999), ha sido relacionada con el

incremento de ciertos iones en el interior de la célula, fundamentalmente el calcio, no sólo en la

capacitación (Harrison et al., 1993) sino también durante el enfriamiento celular, en descensos

térmicos rápidos (Bailey y Buhr, 1995), y en otros más lentos (Green y Watson, 2001). Incluso,

algunos autores proponen que este incremento intracelular de calcio que se produce en el enfria-

miento va a activar las mismas vías celulares que en la capacitación (Cormier et al., 1997; Fuller

y Whittingham, 1997; Maxwell y Johnson, 1997a).

No obstante, a pesar de las similitudes existentes entre la capacitación y la criocapacitación,

éstas no pueden equipararse totalmente; así, la in�uencia del incremento citosólico del calcio en

la fosforilación proteica, fundamentalmente en la fosforilación de la tirosina, no es igual en ambos

procesos, puesto que el enfriamiento por sí solo no es capaz de provocar la fosforilación del rango

de proteínas que presentan un aparente peso molecular de 32 kDa (Bravo et al., 2005), algo que

sí se ha determinado que ocurre en las células capacitadas in vitro (Tardif et al., 2001; Tardif

et al., 2003). Como la fosforilación de la tirosina interviene como mediadora en muchos procesos

celulares (Pawson, 2004), es más prudente no equiparar sus efectos, hasta que se conozca más en

profundidad su regulación molecular, así como la del desencadenamiento de la hipermotilidad.

También hay que ser precavido a la hora de estimar la incidencia de la criocapacitación a

partir de los patrones de movilidad que presentan las células descongeladas, puesto que se ha

podido constatar que, a pesar de la con�uencia en el tiempo de la capacitación in vitro y de la

hiperactivación espermática, las vías que regulan ambas no son exactamente las mismas (Suárez

y Ho, 2003), a la vista de los resultados obtenidos en diversos estudios, como por ejemplo, el
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hecho de que el requerimiento de bicarbonato para que ocurra una y otra sea diferente (Boatman

y Robbins, 1991), o de que la incubación de espermatozoides de hámster en determinados medios

(compuestos por sustratos energéticos, epinefrina, BSA, hipotaurina y penicilamina) permita el

desarrollo de la hipermotilidad una hora antes de que ocurra la capacitación (DeMott et al.,

1995). Sin embargo, la presencia de muchas características comunes en ambos procesos, como

que la implicación del incremento citosólico del calcio resulta crucial en su desarrollo, hace que se

busque una relación directa entre ellos. La importancia del aumento intracelular de calcio en la

génesis y en el mantenimiento de la hiperactivación ha sido ampliamente relatada (Ho et al., 2002;

Suárez y Ho, 2003; Ho y Suárez, 2003; Suárez, 2008), así como su in�uencia sobre la movilidad

espermática, provocando una mayor asimetría y amplitud del batido �agelar (Cook et al., 1994;

Ho et al., 2002; Sakata et al., 2003; Quill et al., 2003). En estudios realizados con espermatozoides

de hámster se ha podido cambiar el patrón de movimiento de activado a hiperactivado, y vice-

versa, aumentando y disminuyendo, respectivamente, las concentraciones extracelulares de calcio

(Yanagimachi, 1994), por lo que sería lógico concluir que los niveles de calcio intracelular son los

que van a determinar este tipo de movimiento, con independencia de si se han desencadenado o

no los mecanismos que producirán la reacción acrosómica. En consonancia con este razonamien-

to, parece lícito pensar que la recuperación de la linealidad referida anteriormente, manifestada

por las células criopreservadas al ser incubadas a 38 ºC durante 30 minutos (Rodríguez-Martínez

et al., 2008), responde a la disminución del Ca2+ intracelular por la reactivación de las bombas

Ca2+ ATPasas, que habían sido inactivadas con el descenso térmico (Green y Watson, 2001),

algo que evidenciaría la capacidad de adaptación de las células al proceso de criopreservación.

Por otra parte, Katkov y Lulat (2000) determinaron que las células descongeladas que mues-

tran un movimiento típicamente circular y veloz resultan ser aquellas que presentan una mayor

resistencia a la criopreservación, mientras que las más sensibles son las que muestran trayecto-

rias más rectas y lineales, a la vez que considerablemente más lentas. Este hecho parece estar

en oposición con lo expuesto por Holt et al. (1985) y Liu et al. (1991), que recogían, en semen

humano, una elevada correlación entre el LIN y la fertilidad en pruebas de FIV; posiblemente,

ello se deba al hecho de que los promedios de velocidad más altos en el semen recién descongelado

tienen mayor relevancia en la calidad seminal que los patrones lineales de movimiento, como se

puede entrever en nuestro trabajo, donde el grupo de buenos congeladores presenta medias nota-

blemente más elevadas en los tres descriptores de velocidad analizados, que los grupos de medios

y malos congeladores, mientras que en los otros cinco parámetros estudiados no se re�ejaron

diferencias signi�cativas entre grupos.

Dado que las células con movimientos más veloces y curvilíneos tras la descongelación recupe-

ran la linealidad una vez transcurrido un cierto periodo de tiempo a 38 ºC, resultaría interesante

valorar la alternativa de realizar el análisis cinético una vez transcurrido ese tiempo, con el �n

de registrar las características cinéticas sin que éstas se vean in�uenciadas por esas variaciones

transitorias del medio intracelular.

No obstante, hay que tener muy en cuenta que, a pesar de la gran utilidad de los sistemas

CASA en el estudio del movimiento espermático, la mayoría de ellos se basan en el movimiento
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de la cabeza, por lo que resulta francamente complicada la evaluación del estado de hiperactiva-

ción, ya que al ser éste un movimiento caracterizado fundamentalmente por un patrón �agelar, el

análisis se va a basar en una estimación indirecta, resultando poco preciso para este �n (Suárez

y Ho, 2003). Este hecho, pudiera ser una de las causas de la disparidad de valores obtenidos por

los autores con la utilización de sistemas computarizados para la cuanti�cación de este movi-

miento; así, algunos autores, como Mortimer y Mortimer (1990) en semen humano, consiguieron

detectar promedios que se acercaban notablemente a la de�nición del movimiento realizada por

Yanagimachi (1994), al describir un aumento de la VCL y de la ALH, así como una reducción

de la VSL, el LIN, el STR, el WOB y la BCF, o como Schmidt y Kamp (2004), que también

recogieron un incremento de la VCL y de la ALH, junto con un descenso del LIN en semen

porcino. En cambio, existen otros trabajos en los que, mediante la utilización de distintos medios

capacitantes, no se han podido reproducir estos resultados, como el de García-Herreros et al.

(2005), que observaron incrementos en el LIN y en el STR, o como el de Sansegundo (2008), que

obtuvo un aumento generalizado de la mayoría de los parámetros, resultados estos últimos que

se asemejan a los recogidos en nuestro trabajo, tras el proceso de criopreservación.

La di�cultad para describir este tipo de movimiento mediante los parámetros cinéticos cal-

culados por los sistemas CASA, puede verse explicada también por el hecho de que el análisis

realizado se efectúa sobre los valores medios de la población total de espermatozoides mótiles, de

forma que se podría estar enmascarando la manifestación de características cinéticas similares a

las de las células hiperactivadas en una determinada subpoblación espermática, por lo que sería

más interesante analizar el comportamiento de las diferentes subpoblaciones, en un intento de

conocer mejor la incidencia de la criocapacitación.

La adición de cafeína a las muestras originó un incremento general en los parámetros que

indican un movimiento lineal (VSL, LIN y STR), así como un descenso de la ALH. Estos resulta-

dos concuerdan con los obtenidos por Abaigar et al. (1999) que cali�caban al movimiento de los

espermatozoides de verraco estimulados con cafeína, como más rápido y progresivo, como conse-

cuencia del descenso observado en la ALH y el incremento de dos de las velocidades calculadas

(VSL y VCL).

A pesar de que está ampliamente contrastado que el tratamiento de una solución espermática

con metilxantinas va a provocar un incremento del AMPc en el interior de las células (Garbers

et al., 1971b; Hoskins et al., 1975; Wang et al., 1993), lo que conlleva un aumento tanto del

porcentaje de células mótiles como de su velocidad, incluida la VCL (Glogowski et al., 2002),

nuestro trabajo no evidenció la subida de este descriptor cinético, sino que incluso mostró un

ligero pero signi�cativo descenso en sus promedios.

La presencia de diferencias en los promedios de la velocidad curvilínea al verse incrementado

el AMPc ha sido relatada en otros trabajos; así, Mahony et al. (1996), (2000) y Li y Liu (2002),

empleando semen de primate, indujeron el aumento del porcentaje de movilidad y la progresivi-

dad de las células mediante la subida de los niveles de AMPc, bien por medio de la inhibición

de la fosfodiesterasa (a través de la cafeína) o bien, mediante la administración de análogos del

AMPc (como el dibutirilAMPc), recogiendo una elevación notable en el promedio de la VCL

en unos (Mahony et al., 1996, 2000), mientras que en el otro (Li y Liu, 2002) no se apreciaron

254



5. Discusión

diferencias estadísticamente signi�cativas con los valores calculados en el grupo sin tratar.

En nuestro estudio, la existencia de variaciones, no sólo en este parámetro sino también en

el resto de velocidades y en la BCF, entre los eyaculados provenientes de los distintos verracos

analizados (tablas de la 9.11 a la 9.14 en los anexos), deja a la luz una clara in�uencia individual

en la respuesta espermática al tratamiento con este tipo de sustancias. Sin embargo, parámetros

cinéticos como la ALH o, fundamentalmente, el LIN, el STR o el WOB (a pesar de que estos

últimos sean extraídos de los promedios de las velocidades) casi no muestran variaciones entre

animales, aumentando en todos ellos, lo que sugiere que el efecto de la cafeína se caracteriza más

por la adquisición de un patrón más lineal y progresivo que por el incremento de la velocidad

del movimiento.

La respuesta espermática a la cafeína en las muestras descongeladas sí evidenció el incre-

mento de la VCL, así como del resto de parámetros, salvo la ALH, que redujo sus promedios

al igual que en el semen fresco. Las modi�caciones de los parámetros por la estimulación de

las muestras descongeladas, que se produjeron prácticamente por igual en todos los animales,

fueron más acusadas que las observadas en el T0. Esta aparente mayor in�uencia de la cafeína

sobre los espermatozoides descongelados puede responder al bajo estado metabólico que presen-

tan muchos de ellos tras la criopreservación (Medrano y Holt, 1998), o incluso podría deberse a

acciones especí�cas de las metilxantinas sobre la neutralización de las ROS (cuya aparición es

más frecuente después de la descongelación que en semen fresco), con la consecuente reducción

de la peroxidación lipídica (Bell et al., 1993; McKinney et al., 1996; Okada et al., 1997), aunque

posiblemente, el mayor efecto de la cafeína en estas muestras se ejerza mediante la traslocación

de calcio (Hong et al., 1985b; Loughlin y Agarwal, 1992; Nagai et al., 1994), pues al reducirse

la concentración de este ión en el interior de la célula, se facilita, por una parte, la expresión de

la movilidad en aquellos espermatozoides cuya capacidad de movimiento se había visto limitada

por el gran acúmulo originado tras la criopreservación y, por otra, se modi�ca notablemente el

patrón de aquellos otros cuyos niveles de calcio habían favorecido un tipo de movimiento más

curvilíneo, al transformarlo en uno más lineal.

Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales durante la prueba de

la termorresistencia.

A partir de los experimentos realizados, observamos que la incubación de muestras seminales

de verraco a 39 ºC durante varias horas provoca la manifestación de un patrón de movimiento

más rectilíneo, caracterizado fundamentalmente por el incremento de la VSL, el LIN, el STR y la

BCF, así como por un descenso de la ALH, en términos similares a los observados anteriormente

por Holt et al. (1997) [tabla 4.55].

El comportamiento de los tres parámetros de velocidad y de la BCF, que experimentan un

incremento al inicio de la prueba, para posteriormente, en el T7, disminuir de forma considerable,

hace suponer la in�uencia del aumento de la actividad metabólica provocado por el incremento

térmico (Zou y Yang, 2000), que va a estimular las funciones celulares, entre las cuales se halla
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la movilidad, quedando de mani�esto por un aumento en la frecuencia de batido del �agelo y,

en general, por una mayor velocidad de los espermatozoides. Esta mayor actividad metabólica

va a originar un consumo energético más acelerado, disminuyendo las reservas de energía con

mayor celeridad (Zou y Yang, 2000), lo cual podría ser la causa de que, en las etapas �nales de

la incubación se origine una reducción, tanto del porcentaje total de espermatozoides móviles

como de la velocidad del movimiento y de la frecuencia de batido �agelar, circunstancia que,

para Fraser et al. (2001), resulta representativa de células con una baja capacidad fecundante y

con una marcada incapacidad para sobrevivir un periodo de tiempo prolongado.

Otra causa que podría justi�car esta caída de valores en los parámetros cinéticos después de

siete horas de incubación, y que también se encuentra relacionada con el incremento metabólico,

es la formación de un mayor número de ROS, como consecuencia del aumento de la actividad

respiratoria originada por la mayor demanda energética de las células espermáticas. Estas ROS

van a provocar fenómenos de lipoperoxidación de la membrana (Comaschi et al., 1989; Aitken,

1994; Aurich et al., 1997; Cerolini et al., 2000; Batellier et al., 2001) alterando la funcionalidad

celular y su movilidad, así como una notable reducción de la concentración del ATP espermáti-

co, que conlleva una reducción de la fosforilación proteica en el axonema (De Lamirande et al.,

1997) pudiendo, con ello, colaborar en la reducción de la BCF y de la velocidad celular en general.

Al incubar las muestras con cafeína se produjo un incremento en prácticamente todos los

parámetros cinéticos, a lo largo de las siete horas de incubación a 39 ºC (�guras de la 4.38 a la

4.41), si bien éste resultó mucho más evidente en los dos últimos puntos de toma de datos (T4,5

y T7), en los que el descenso que sufren sus promedios en las muestras no estimuladas es muy

marcado (tabla 4.56).

El efecto de la cafeína sobre el movimiento de los espermatozoides mantenidos a 39 ºC también

provoca un incremento de la velocidad y de la progresividad, si bien éste, durante las primeras

cuatro horas y media de incubación, resulta mucho menos importante que el detectado en el

T0, y esto se aprecia con más notoriedad en los tres parámetros que de�nen la linealidad del

movimiento, llegando incluso a no aparecer diferencias signi�cativas con las muestras sin tratar

en el caso del STR. El alto grado de actividad metabólica que presentan los espermatozoides

en esta prueba está, con bastante probabilidad, detrás de ello, ya que ese incremento que se

produce, como consecuencia de las altas temperaturas, en la mayoría de los parámetros cinéticos

analizados, reduce el margen de mejora que presentan las células móviles en el T0.

Aunque en algún trabajo realizado con semen de porcino (Abaigar et al., 1999) se ha relatado

que la cafeína ejerce un efecto reductor en los promedios de la ALH, en nuestro estudio se observa

que al realizar la incubación van aumentando progresivamente, lo cual podría explicarse a partir

de la interpretación que de forma habitual se ha conferido a este parámetro; por una parte,

puede ser indicativo de un movimiento más progresivo (Abaigar et al., 1999; Eriksson et al.,

2001; Rodríguez-Martínez et al., 2008), ya que una menor ALH indicaría una menor amplitud

del �cabeceo�, lo que va a posibilitar una mejor progresión de las células, y, por otra parte, se

ha relacionado a la ALH con la vigorosidad del movimiento (Tejerina, 2008), puesto que valores

altos pueden resultar reveladores de la fuerza que el espermatozoide ejerce para el movimiento
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del �agelo. Así, en los primeros momentos de la incubación a 39 ºC, las muestras sin cafeína

experimentan un descenso en el promedio de este parámetro, algo que se puede achacar, con

toda probabilidad, al incremento del metabolismo celular provocado por la temperatura (mayor

progresividad); a su vez, las células espermáticas van perdiendo capacidad móvil con el paso de

las horas, como queda de mani�esto en la reducción del porcentaje de espermatozoides móvi-

les. El incremento de los promedios de la ALH observado con la cafeína, puede que responda

al movimiento de aquellas células a las que, habiendo perdido o estando próximas a perder su

movilidad, el aumento intracelular del AMPc les ha posibilitado realizar un último �esfuerzo�

para desplazarse (mayor vigorosidad), si bien éstas van a presentan una clara di�cultad para

ejecutar este desplazamiento, manifestándolo con una mayor ALH. A medida que transcurren

las horas, se va a incrementar el porcentaje de estas células débiles, y por lo tanto, los promedios

de este parámetro van a ser mayores en el T4,5 y en el T7. En este sentido, se observa también

que los animales en los que la cafeína empieza antes a elevar las medias de ALH, corresponden

a aquellos en los que disminuye el porcentaje de espermatozoides móviles de forma más temprana.

La BCF no experimentó ninguna variación tras la estimulación de las muestras con cafeína en

el T0, algo que también ha sido observado en otros trabajos, como los de Abaigar et al. (1999) o

Yeste et al. (2008); en cambio, con la incubación a 39 ºC los promedios de las muestras seminales

estimuladas descendieron signi�cativamente en el T1,5, el T3 y el T4,5, y únicamente se evidenció

un incremento claro en el T7, punto en el que las muestras no estimuladas habían experimentado

una notable caída en su capacidad móvil. Este comportamiento, referido al porcentaje total de

células móviles, ya fue relatado por Garbers et al. (1971a), Domínguez et al. (1985), Rees et al.

(1990) o Fattouh y Abdou (1991), que expusieron que los porcentajes en muestras espermáticas

con una alta movilidad inicial, o bien no se veían modi�cados, o bien se veían disminuidos por

la adición de cafeína, mientras que aquellas otras con una baja actividad móvil mostraban un

incremento mucho más acusado; este dato nos sugiere que la BCF puede resultar un indicador

interesante de la actividad metabólica de las células.

Respuesta y evolución de los parámetros cinéticos individuales en la prueba del cho-

que a frigore.

Como ya se ha expuesto, una de las principales afectaciones que mani�estan los espermatozoi-

des que han sufrido un choque a frigore es la pérdida irreversible de la capacidad móvil (Lasley y

Bogart, 1944; Quinn y White, 1966), que responde principalmente a cambios estructurales de la

membrana plasmática (Watson, 1981a; Watson y Plummer, 1985), así como a las modi�caciones

bioquímicas del medio intracelular originadas por éstos (De Leeuw et al., 1990b; Woelders, 1990;

Watson, 1995). No obstante, la supresión de�nitiva de la movilidad no va a ocurrir de forma

generalizada en todas las células, sino que un determinado porcentaje va a mantener la capaci-

dad de desplazarse, muy probablemente porque las alteraciones originadas en ellas a nivel de la

membrana no resultan tan marcadas como en aquellas otras que muestran una clara incapacidad

para el movimiento. Esta implicación de la integridad de la membrana en el movimiento celular

puede verse corroborada en nuestro estudio, al observar las altas correlaciones existentes (nunca
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inferiores a 0,806) entre los promedios de resistencia de la membrana plasmática y los de esper-

matozoides que mantuvieron la movilidad tras los diferentes choques, bien fuera con estimulación

previa de las muestras con cafeína, como sin ella (tablas de 9.4 a 9.8 de los anexos).

En nuestro trabajo se comprobó que el choque por frío modi�ca considerablemente las ca-

racterísticas del movimiento espermático, apreciándose un patrón caracterizado por un notable

incremento de la velocidad del desplazamiento y de la amplitud lateral del movimiento de la

cabeza, con respecto al mostrado en fresco (tabla 4.57). No hemos encontrado literatura previa

que analice, mediante sistemas CASA, el movimiento espermático tras un descenso brusco de

temperatura, y aunque este patrón se asemeja bastante al que hemos descrito en las muestras

descongeladas, pueden apreciarse ciertas diferencias entre ambos; en particular, en el desconge-

lado se ven incrementados de forma generalizada todos los descriptores analizados, excepto la

BCF que aparece inalterado, mientras que tras el choque a frigore, este último también presenta

una cierta elevación en sus promedios, a la vez que, por su parte, otros parámetros como el LIN

o el WOB, no sólo no se ven incrementados, como ocurría en el descongelado, sino que muestran

una reducción clara en sus valores medios.

Las similitudes en el patrón de movimiento de las células espermáticas criopreservadas y el

mostrado tras sufrir el choque a frigore, denota una más que posible relación entre estos dos

procesos, algo que resulta razonable si tenemos en cuenta que el choque por frío resulta uno de

los principales responsables directos del daño celular ocasionado en la criopreservación (Maxwell

y Johnson, 1997b). El efecto deletéreo ocasionado por el enfriamiento brusco en ambos, posible-

mente implique la aparición de variaciones parecidas en el medio intracelular; en concreto, tanto

tras el choque como tras la criopreservación se ha relatado, como una de las variaciones más evi-

dentes, el notable incremento de Ca2+ intracelular (Quinn y White, 1966; Robertson y Watson,

1986; White, 1993; Bailey y Buhr, 1994), encontrando en espermatozoides de carnero una gran

similitud entre las curvas que recogen la evolución de la absorción de calcio para ambos procesos

(Simpson y White, 1986), por lo que, dada la relación de este ión con la cinética espermática, no

resulta descabellado que se mani�esten patrones de movimiento semejantes.

La resistencia de la membrana plasmática al enfriamiento va a determinar el grado del acú-

mulo de calcio en el interior de la célula, de forma que nos encontramos con que en especies

más resistentes al descenso de temperatura, como la bovina, los valores de calcio intracelular son

mucho menores que en la especie porcina (Bailey y Buhr, 1994), o que la interiorización de este

ión resulta más elevada cuanto menor es la temperatura �nal alcanzada por la muestra (Simpson

y White, 1986; Watson y Plummer, 1985), si bien esta dependencia térmica está mucho menos

marcada en la especie porcina que en otras especies como la ovina (Watson y Plummer, 1985),

posiblemente por la diferencia de sensibilidad al enfriamiento existente entre ellas. No obstante,

hay que ser prudentes con esta aseveración, puesto que en el trabajo de Simpson y White (1986)

se observó la paradoja de que las muestras congeladas a -79 ºC mostraban niveles de absorción

de calcio mucho más bajos que si se detenía el proceso en 0 ºC, hecho justi�cado por los autores

aduciendo una posible afectación mitocondrial que iba a impedir la incorporación normal de

Ca2+ a través de la mitocondria en la descongelación, disminuyendo con ello sensiblemente los
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niveles detectados.

El hecho de que el grado de concentración intracelular de calcio esté in�uenciado por el daño

originado en las diferentes estructuras celulares, sugiere que podría emplearse como un indicador

indirecto de la resistencia de los espermatozoides al proceso y, dada la relación existente entre

la concentración intracelular de calcio y ciertos patrones de movimiento espermático, es posible

que el análisis de las características cinéticas mediante sistemas CASA pudieran aportar datos

objetivos de la resistencia de los diferentes eyaculados, tanto al choque por frío, como a la crio-

preservación.

Por otra parte, numerosos autores han relatado el aumento de la resistencia de las membranas

al descenso brusco de temperatura mediante el incremento del tiempo de incubación previo (Pur-

sel et al., 1972a; Pursel et al., 1973; Watson, 1979; Pursel y Park, 1985; Robertson et al., 1988),

observándose además, cómo a medida que transcurre éste, se reduce la interiorización de calcio

por parte de los espermatozoides (Robertson et al., 1988). Esta disminución de la susceptibilidad

celular queda claramente de mani�esto, tanto en los trabajos citados como en el nuestro, en los

promedios de viabilidad y de integridad acrosómica o en el porcentaje total de espermatozoides

mótiles, si bien la limitación de calcio intracelular no se evidenció en nuestro estudio con modi�-

caciones en los patrones de movimiento de los espermatozoides, ya que la inmensa mayoría de las

medias de los ocho parámetros analizados se mantuvieron constantes tras los diferentes choques

(tabla 4.57). Las diferencias más evidentes se observaron en el S0, valoración a la que no le confe-

rimos mucha importancia dado el bajo número de espermatozoides analizados en ella, y en el S5,

donde se recogieron valores ligeramente inferiores en las tres velocidades, en la BCF y en la ALH,

siendo este último parámetro el único en el que se entrevería un posible efecto de la reducción

en los niveles de calcio; en cambio, entre la hora y las tres horas de incubación los promedios

no varían de forma signi�cativa en prácticamente ningún descriptor, a pesar de haberse recogido

en ese intervalo de tiempo un claro incremento tanto en el porcentaje de espermatozoides que

mantuvieron la movilidad tras el choque, como en la resistencia de la membrana plasmática al

mismo. Este hecho podría responder a que la in�uencia de los niveles de calcio intracelular sobre

la movilidad espermática sea la misma en un rango relativamente amplio, lo que sugeriría, como

se planteaba respecto al semen descongelado, que la célula no ha tenido tiempo para reorgani-

zarse y eliminar la su�ciente cantidad de calcio como para que se pueda manifestar una variación

en la cinética de los espermatozoides, al haber realizado las valoraciones a los pocos minutos de

efectuar el choque. El hecho de que la reversibilidad de los fenómenos de transición lateral de

fases, una vez que se realiza el calentamiento de las muestras enfriadas, resulte sólo parcial (Holt

y North, 1984; De Leeuw et al., 1990a), sugiere que el grado de recuperación de cada eyaculado

va a depender de características individuales del mismo, por lo que se presupone que la capacidad

de adaptación, el restablecimiento de las funciones celulares, la eliminación de los iones Ca2+ y

la consiguiente recuperación de un patrón de movimiento más �normal� , también va a depender

de estas características; es por esto por lo que parece recomendable que la valoración cinética de

las muestras se efectúe después de haberlas mantenido un tiempo considerable en incubación, ya

que posiblemente se mostraría con mayor precisión el efecto del aumento de la resistencia celular

al choque por frío, si bien queda por determinar cuál es el tiempo ideal de permanencia de las
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muestras en incubación, ya que la reducción de los niveles de calcio pudiera resultar más lenta

de lo aconsejable para el análisis cinético, si atendemos a los resultados obtenidos por Simpson

y White (1986) en semen de carnero, puesto que fueron necesarios 200 minutos en incubación

para recoger niveles de absorción de calcio tras el choque realizado (5 minutos a 0 ºC) similares

a los obtenidos en el pico máximo del semen descongelado.

Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir de los valores observa-

dos en los parámetros cinéticos individuales.

Nuestros resultados indican, a tenor de las diferencias encontradas entre los tres grupos en

los que se dividieron los eyaculados según su aptitud para la criopreservación, que la calidad

de las muestras recién descongeladas se re�eja principalmente en la velocidad mostrada por las

células, ya que el grupo que integra a los mejores congeladores (BC) registró los promedios más

elevados, seguido del grupo de congeladores medios (CM) y de los malos congeladores (MC)

[tabla 9.19 de los anexos]. Como ya se ha señalado, esto concuerda en parte con los resultados

recogidos por Katkov y Lulat (2000), que mani�estan que las células caracterizadas por una

mayor criorresistencia muestran patrones más veloces y circulares tras la descongelación, si bien

este último punto no se ha podido corroborar en nuestro trabajo por la ausencia de diferencias

estadísticamente signi�cativas en los patrones que miden la linealidad del movimiento, que tam-

bién se produce en el resto de parámetros analizados, aunque se observa una cierta tendencia

a que la capacidad de congelación esté inversamente relacionada con la frecuencia de batido

�agelar de las células descongeladas, lo que implicaría que las células con una buena capacidad

de criopreservación presenten movimientos más veloces pero con una menor frecuencia de batido.

La utilización de los descriptores cinéticos en el semen fresco como medio para predecir la

capacidad de congelación de un eyaculado, teniendo en cuenta los resultados recogidos en nuestro

trabajo, no parece resultar muy e�caz, pues sólo se alcanzó a explicar un 27,3% de la variabilidad

observada en las muestras descongeladas, si bien, hay que destacar que este porcentaje se obtuvo

a través de un modelo de regresión múltiple integrado únicamente por dos de los ocho paráme-

tros, el WOB y la BCF (tabla 4.60). A pesar de este escaso valor predictivo, resulta interesante

observar la relación existente entre la resistencia a la criopreservación y ciertos parámetros ciné-

ticos, como el WOB, cuyo coe�ciente de correlación con la congelabilidad nos indica que aquellas

células que presentan un alto grado de oscilación de la trayectoria real de la cabeza respecto de la

trayectoria media, van a ser las que resisten mejor todo el proceso. Esta correlación positiva del

WOB ya se dejó entrever al analizar el comportamiento de los tres grupos de calidad estableci-

dos, ya que el grupo MC mostraba promedios signi�cativamente menores que los de los otros dos

grupos con una mejor aptitud para la criopreservación, lo cual fue registrado también respecto

al LIN o a la BCF. Este último parámetro, a pesar de no re�ejar signi�cación estadística en sus

relaciones con los índices que analizan la resistencia al proceso, no sólo resultó ser, como hemos

indicado, el otro parámetro incluido en el modelo de regresión de las muestras no estimuladas,

sino que fue el único integrante del mejor modelo establecido para aquellas otras que sí fueron

tratadas, llegando a explicar por sí mismo casi un 25% de la varianza total de la resistencia de
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la membrana plasmática al proceso de congelación/descongelación.

La ausencia, de forma previa al análisis cinético, de algún tipo de estrés sobre las células recién

eyaculadas puede que sea uno de los factores que determinen las débiles relaciones recogidas, ya

que la criopreservación resulta un proceso esencialmente estresante para los espermatozoides; en

esta misma línea, ya varios autores habían recogido la ausencia de relaciones estadísticamente

signi�cativas entre diferentes descriptores de calidad seminal en semen fresco y los calculados

tras la descongelación (Rath y Niemann, 1997; Roca et al., 2000a). No obstante, nuestro trabajo

permite entrever la importancia del análisis individualizado del movimiento espermático para

este �n, ya que permite, como se comprobó en el primer experimento, establecer relaciones a

partir de la movilidad celular que no se consiguen con el porcentaje total de espermatozoides

móviles y también discriminar entre los tres grupos de calidad en función de su aptitud para la

criopreservación.

Al someter a las muestras seminales a distintas situaciones de estrés se pudo comprobar cómo

las relaciones con la resistencia a la criopreservación se modi�caban; así, la clasi�cación de los

eyaculados en función de su aptitud para la congelación nos permitió observar que en la incu-

bación de las muestras a 39 ºC, los eyaculados que presentaban una mayor resistencia eran, por

una parte, y al igual que en el T0, los que manifestaban velocidades estadísticamente superiores,

pero por otra, y como elemento diferenciador respecto a los resultados recogidos en el semen

fresco, también eran los que mostraban una mayor frecuencia de batido �agelar (tabla 9.19 de

los anexos). Incluso a nivel de la ALH, que a lo largo de las primeras 4,5 horas de incubación ha-

bía mostrado una similitud entre los tres grupos, en el T7 resultó signi�cativamente más elevada

en el grupo BC, lo que podría indicar una mayor vigorosidad en el movimiento de estas células,

en un punto caracterizado por una escasa capacidad móvil. Esta mejor respuesta de las células

espermáticas provenientes de eyaculados con una buena capacidad de criopreservación, podría

responder a que su membrana plasmática presenta un mejor estado, dada la relación de éste

con la capacidad móvil (Woelders, 1990; Watson, 1995), así como con la congelabilidad, como se

observó en el primer experimento, donde el grupo BC era el que presentaba un mayor prome-

dio de integridad, tanto en fresco, como tras los choques por frío o durante la incubación a 39 ºC.

A pesar de esto, el análisis de los parámetros cinéticos de células espermáticas sometidas a un

estrés térmico no aporta, a la hora de intentar esclarecer la capacidad de criopreservación de los

eyaculados, datos mucho más relevantes que el análisis realizado sobre las muestras en el T0, ya

que, por una parte, tampoco se observan muchos parámetros que se encuentren correlacionados

con los cuatro índices posdescongelación calculados (y los que se encuentran, lo hacen únicamente

a las 3 y a las 7 horas de incubación, sin que pueda derivarse una interpretación lógica) [tabla

4.61], y por otra, ninguno de los modelos de regresión con�gurados va a aportar explicaciones

interesantes de la variabilidad del semen descongelado. No obstante, sí conviene reseñar la im-

plicación de la BCF, que además de ser la única (y la más alta) correlación signi�cativa en el

T7, aparece, al igual que en el T0, en todos los modelos de regresión establecidos, lo que nos

va a sugerir que la capacidad de los espermatozoides para mantener una elevada frecuencia de

batido en condiciones de alta actividad metabólica, puede resultar un indicador interesante en
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la resistencia al proceso de congelación/descongelación.

El sometimiento de las muestras seminales a un estrés por frío arroja correlaciones de los

parámetros cinéticos con los índices calculados posdescongelación más interesantes, llegando a

valores de 0,556 respecto de la congelabilidad, o de 0,589 respecto de la resistencia de la capa-

cidad móvil a la criopreservación, tras la estimulación de las muestras con cafeína (tabla 4.65).

Esta mayor relación responde, con toda probabilidad, a la gran similitud existente entre el da-

ño celular provocado por el choque por frío y el ocasionado en la criopreservación, si bien los

coe�cientes calculados no llegan a alcanzar valores tan elevados como los re�ejados en el primer

experimento a partir de la resistencia de la membrana plasmática y de la acrosómica, o de la

movilidad, con o sin cafeína.

Al analizar los promedios de los parámetros cinéticos de cada uno de los grupos de calidad

(tabla 9.21 de los anexos), se comprueba que el grupo MC presenta las medias más bajas de velo-

cidad celular en prácticamente toda la prueba. A medida que discurre el tiempo de incubación de

las muestras a 20 ºC, las diferencias entre los grupos BC y MC van disminuyendo, llegando inclu-

so a desaparecer en el S5, algo que llama la atención, pues en el primer experimento el porcentaje

total de espermatozoides móviles se comportaba de forma opuesta, incrementándose, de forma

paulatina, las diferencias entre los citados grupos. Esta falta de sincronía pudiera responder al

efecto del enfriamiento sobre las distintas estructuras celulares; así, aunque la principal afección

del frío recae sobre la membrana plasmática (Parks y Graham, 1992; Parks, 1997), en aquellas

células más susceptibles se van a producir también alteraciones sobre otros elementos celulares,

como las mitocondrias (Watson, 1995; O'Connell et al., 2002), que pueden manifestarse con de-

�ciencias en el desarrollo de la movilidad y con movimientos poco veloces y vigorosos (Courtens

et al., 1989). El incremento de la velocidad celular tras el choque por frío se origina, con bastante

probabilidad, por la in�uencia del aumento citosólico de calcio sobre las rutas metabólicas de los

espermatozoides que presentan un correcto estado de las estructuras que permiten el desarrollo

de la motilidad; sin embargo, en aquellos otros espermatozoides con lesiones a nivel del axone-

ma, del �agelo o de las mitocondrias, el movimiento que mani�estan podría estar determinado

por la presencia de las citadas lesiones, sin que se vea in�uenciado en absoluto por la variación

de los niveles de calcio intracelular. La más que probable presencia de un mayor porcentaje de

espermatozoides con una marcada sensibilidad al descenso térmico en los eyaculados del grupo

MC, nos hace pensar en una mayor incidencia de lesiones mitocondriales, que justi�caría, por

ende, los bajos promedios de velocidad de este grupo, mientras que en los grupos más resistentes,

como el BC, el porcentaje de células con este tipo de lesiones será presumiblemente muy inferior.

El incremento del tiempo de incubación eleva la resistencia celular al frío, lo cual se re�eja

en un aumento del número de espermatozoides que muestran movilidad en los tres grupos, pero

también en una reducción, tanto de las lesiones mitocondriales (con mayor incidencia en el grupo

MC), lo que provocaría una mayor presencia de patrones de movimiento característicos del incre-

mento citosólico del calcio, como de lesiones a nivel de la membrana plasmática (principalmente

en el grupo BC), lo que originará una limitación en la interiorización de iones calcio motivada

por la reducción de la permeabilidad de la membrana plasmática, con la consecuente mengua de
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las medias de los tres descriptores de velocidad analizados. Esta disminución de lesiones celulares

en los diferentes grupos y su posible repercusión sobre la movilidad podría explicar en parte la

equiparación de valores entre los tres grupos que se observa en el S5. La afectación en la criopre-

servación de estructuras claves para el movimiento espermático como el �agelo (Courtens et al.,

1989; O'Connell et al., 2002; McClean et al., 2007) o la mitocondria (O'Connell et al., 2002;

Peña et al., 2003b; Nishizano et al., 2004), también ha sido empleada para justi�car la reducción

de la velocidad y vigorosidad que mani�estan ciertas subpoblaciones en el semen descongelado

(Tejerina, 2008).

Los resultados recogidos tras la incubación de las muestras con cafeína pueden explicarse con

la misma teoría, ya que mani�estan más o menos el mismo efecto, fundamentalmente a nivel

de la VSL (tabla 9.22 de los anexos). El incremento de la velocidad lineal que induce la cafeína

(Abaigar et al., 1999) se va a manifestar si hay un correcto funcionamiento de las estructuras

mencionadas con anterioridad; así, mientras en el T0 las diferencias en los promedios de la VSL

para los tres grupos son pequeñas, apareciendo signi�cación estadística en el valor del grupo MC,

que resulta algo superior al de los otros dos, la realización de los choques va a invertir su efecto,

provocando que los promedios más altos radiquen en el grupo con una mayor resistencia al frío

(al que se le presupone una menor incidencia de lesiones a ese nivel) y los más bajos al grupo

MC, que debería ser el más afectado por el descenso térmico y, por tanto, el que presentara un

peor funcionamiento. Al incrementar la resistencia celular con la incubación, se van reduciendo

las diferencias entre los tres grupos hasta que, en el S5, desaparecen completamente llegando a

mostrar incluso una tendencia a que los valores más altos correspondan al grupo MC, de forma

similar a lo observado en el T0.

En muestras incubadas con cafeína, la importancia de la VSL en relación con la capacidad

de congelación de un eyaculado, queda de mani�esto al comprobar que es el único parámetro

que presenta coe�cientes de correlación signi�cativos con alguno de los índices establecidos pos-

descongelación tras todos los choques realizados a partir de la hora de permanencia a 20 ºC,

siendo éstos mucho mayores en los primeros momentos de incubación, ya que es donde existen

las diferencias más evidentes entre grupos. Sin embargo, y a pesar de lo que sucedía con los

descriptores de velocidad, las muestras sin cafeína re�ejan una mayor importancia tanto de la

ALH (otro de los parámetros que denotan el incremento de calcio intracelular), como del WOB,

al ser los únicos parámetros que presentan correlaciones signi�cativas en el S1, el S2, el S3 y el

S5, si bien éstas, en la ALH, fueron menores a medida que transcurría el tiempo, debido con toda

probabilidad, a la mencionada equiparación paulatina en el patrón cinético manifestado por los

tres grupos a medida que los espermatozoides van incrementando su resistencia.

Otro efecto reseñable resulta la relación inversamente proporcional de los tres parámetros

que cuanti�can la linealidad del movimiento celular (LIN, STR y WOB) y la congelabilidad de

los eyaculados, lo que sugiere que la aparición de un movimiento circular tras un enfriamiento

brusco, no sólo no es un movimiento anómalo sino que resulta conveniente, pues es indicativo

de una mayor resistencia de la célula, al ser capaz de responder al incremento de calcio con

movimientos más asimétricos y con una mayor amplitud del batido �agelar (Cook et al., 1994;

263



5.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

Ho et al., 2002; Sakata et al., 2003; Quill et al., 2003). Los modelos multivariantes de regresión

creados no muestran una preferencia por un determinado parámetro en particular, ni en las

muestras tratadas con cafeína, ni en aquellas otras analizadas en ausencia de esta sustancia, pero

sí se comprueba, al igual que se observó con las correlaciones o las diferencias entre grupos, que

a medida que se incrementa la resistencia espermática con la incubación, disminuye la capacidad

de estos modelos para justi�car la variabilidad de las muestras descongeladas.

5.3.2. Estudio de subpoblaciones a partir de los parámetros cinéticos de los

espermatozoides.

El desarrollo de los sistemas computarizados de análisis seminal ha proporcionado gran canti-

dad de datos objetivos acerca de las características cinemáticas de los espermatozoides (Verstegen

et al., 2002), lo cual ha supuesto un avance importante en esta materia, que sería notablemente

mayor si se conociera el signi�cado biológico de muchas de las variables calculadas, por lo que en

los últimos años la comunidad cientí�ca está tratando de mejorar la información obtenida a partir

de ellas (Ortega-Ferrusola et al., 2009). La combinación matemática de parámetros obtenidos en

el análisis seminal es una de las herramientas utilizadas para este �n, ya que proporciona una in-

formación mucho más relevante que si se observan los diferentes parámetros de forma individual

(Quintero-Moreno et al., 2004) y, a su vez, constituye una vía imprescindible para de�nir subpo-

blaciones espermáticas al permitir sintetizar toda la información procedente de los descriptores

cinéticos, aportando datos que de otra forma, considerando a la población espermática como un

conjunto homogéneo, se obviarían o se malinterpretarían, con el consiguiente riesgo de alterar el

signi�cado de la relación entre la calidad seminal y la movilidad espermática y, por consiguien-

te, la de ésta última y la fecundación (Holt, 1996; Barratt et al., 1993; Martínez-Pastor et al.,

2005b). La estructuración de los eyaculados de mamíferos en estas subpoblaciones es un enfoque

que en la actualidad está ampliamente aceptado y ha sido descrito en numerosas especies, como

el verraco (Abaigar et al., 1999; Quintero-Moreno et al., 2004; Rivera et al., 2005; Rivera et al.,

2006), el caballo (Quintero-Moreno et al., 2003), el burro (Miro et al., 2005; Flores et al., 2008b),

el perro (Rigau et al., 2001), el ciervo (Martínez-Pastor et al., 2005b), la gacela (Abaigar et al.,

1999), el Hamster (Holt, 1996) o el conejo (Quintero-Moreno et al., 2007).

No obstante, las herramientas matemáticas utilizadas para clasi�car los espermatozoides

en grupos de características comunes constituyen una fuente de variación de los resultados,

ya que éstos se van a ver condicionados por el método estadístico empleado en cada estudio

(Quintero-Moreno, 2003); de hecho, la vía elegida para clasi�car a las células espermáticas di-

�ere notablemente entre los trabajos publicados. Numerosos investigadores (Quintero-Moreno,

2003, Quintero-Moreno et al., 2004 y 2007; Martínez-Pastor et al., 2005b, 2005a y 2006; Núñez-

Martínez et al., 2006; Rivera et al., 2006; Ramio-Lluch et al., 2006) optan por la realización de

un análisis de componentes principales (PCA), con el objetivo de obtener un menor número de

combinaciones lineales que conserven la mayor cantidad posible de información de las variables

originales (Núñez-Martínez et al., 2006), y a partir de ellas proceden a clasi�car a los esperma-
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tozoides en diferentes clusters o subpoblaciones. Aunque la realización del PCA permite evitar

problemas en la ejecución de los diferentes análisis estadísticos, derivados de la alta correlación

existente entre los descriptores, Tejerina (2008) no considera a esta prueba como la opción más

adecuada para este �n, puesto que presupone de partida, la existencia de una única población

normal multivariante y no la potencial existencia de múltiples subpoblaciones, lo que podría

afectar a la clasi�cación realizada con posterioridad.

En nuestro estudio, al igual que otros autores como Abaigar et al. (1999), Cremades et al.

(2005) o Tejerina (2008), se evitó utilizar un PCA de origen, efectuando directamente una clasi�-

cación no jerárquica de los valores recogidos para cada parámetro cinético, resultando de ésta un

total de 40 subpoblaciones iniciales (también denominadas preclusters o bins), que es un número

muy superior al obtenido en otros trabajos, que recogen 9 para el semen de cerdo y 11 para el

de gacela (Abaigar et al., 1999) ó 15 para el semen de ciervo (Martínez-Pastor et al., 2005b y

2006). El agrupamiento previo de los espermatozoides en un número superior de bins con�ere

mayor consistencia a los resultados obtenidos, ya que se van a mostrar mucho más estables en la

repetitividad de los análisis.

La posterior clasi�cación jerárquica a la que se sometió a los 40 bins también presenta di-

ferencias con los trabajos de Abaigar et al. (1999) y Cremades et al. (2005) en cuanto a los

algoritmos efectuados para su ejecución, ya que al igual que Tejerina (2008), recurrimos al al-

goritmo jerárquico aglomerativo de Ciampi et al. (2007) para extraer las subpoblaciones �nales,

mientras que los citados autores se decantaron por el UPGMA (Unweighted Pair Groups Median

Average).

No obstante, a pesar de las diferencias con la mayoría de los trabajos publicados en cuanto al

modelo estadístico empleado, el número de tres subpoblaciones que resultó idóneo en nuestro es-

tudio, es similar al obtenido en la mayoría de los trabajos realizados con semen de mamífero, que

está en un rango que va de tres a cuatro subpoblaciones. Esta proximidad en la estructuración del

material seminal entre especies de la clase Mammalia responde, según Quintero-Moreno (2003),

a la existencia de un cierto vínculo �logenético entre ellas, y aunque cabría esperar homogenei-

dad absoluta en el semen de una misma especie, en los diferentes estudios con semen de verraco

unos abogan por una clasi�cación en tres subpoblaciones (Abaigar et al., 1999; Quintero-Moreno,

2003; Cremades et al., 2005) mientras que otros proponen cuatro (Rivera et al., 2006; Ramio-

Lluch et al., 2006), posiblemente como consecuencia de las fuentes de variación que presentan

los propios sistemas CASA, de la elección de material seminal de diferentes etapas �siológicas o

de las aludidas variaciones derivadas de la elección del método estadístico a utilizar.

Existen varias teorías sobre el origen de las subpoblaciones espermáticas; así, mientras Abai-

gar et al. (1999) de�enden que su presencia responde a un genotipo heterogéneo de las células

germinales, basándose en los estudios realizados sobre el haplotipo t de ratón por Olds-Clarke

et al., 1992a; 1992b, y en los cuales se describían alteraciones en la motilidad y en el transporte

espermático achacables a mutaciones especí�cas, Quintero-Moreno (2003) se decanta más por un

origen epididimario, defendiendo la presencia en el eyaculado de células con diferentes grados de

desarrollo.
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La distribución de los diferentes clusters en nuestro estudio (tabla 4.71) se asemeja a la de

Abaigar et al. (1999), que de�nieron dos subpoblaciones principales de dimensiones similares y

una tercera notablemente inferior a las otras dos, pues nosotros también nos encontramos con dos

subpoblaciones principales (SP1 y SP3) que albergan al 44,23 y al 41,23% de espermatozoides,

respectivamente, y una subpoblación (SP2) que agrupa al resto de células espermáticas con un

porcentaje del 14,54%, notablemente inferior al de las otras dos. Estos resultados varían de for-

ma considerable de los obtenidos por otros autores con semen de porcino, como Cremades et al.

(2005) y Quintero-Moreno (2003), que describían una subpoblación principal con prácticamente

el 90% de los espermatozoides.

En cuanto a las características cinéticas de cada uno de los tres grupos (tabla 4.70), la

SP3 re�eja una capacidad móvil más bien limitada, con valores reducidos en los parámetros de

progresividad (VSL, LIN, STR) y de vigorosidad (VCL, VAP, ALH y BCF); en cambio, la SP1

presenta trayectorias más rectilíneas y con movimientos más vigorosos, como demuestran sus

mayores valores de VSL, STR y LIN, así como los de ALH, BCF, VCL y VAP; por su parte, la

SP2 engloba a las células con los movimientos más vigorosos y zigzagueantes (a pesar de mostrar

una menor BCF que la SP1), lo que les lleva a tener una larga trayectoria (altas VCL y VAP)

pero a progresar poco (menor VSL), trazando trayectorias caracterizadas por su sinuosidad,

re�ejada en unos valores medios altos de ALH y bajos de LIN y STR; este último patrón de

movimiento nos recuerda al de�nido por Yanagimachi (1994), Mortimer y Mortimer (1990) o

Schmidt y Kamp (2004) como el típico que presentan aquellos espermatozoides hiperactivados,

caracterizado por una VCL y ALH altas y un LIN bajo. El movimiento de los espermatozoides

que integran la SP3, caracterizado por los bajos promedios obtenidos en prácticamente todos los

parámetros, sugiere una baja actividad metabólica de los mismos, mientras los que forman parte

de la SP1 tendrían una actividad metabólica normal, puesto que presentan valores considerados

más �normales�. Estas conclusiones responden, como ya se indicó en la revisión bibliográ�ca,

a que la movilidad es un re�ejo de la capacidad metabólica de los espermatozoides, y por lo

tanto ésta podría intuirse al analizar las características cinéticas de los mismos. Abaigar et al.

(1999) y Quintero-Moreno (2003) obtuvieron evidencias de esto, los primeros, al comprobar que la

respuesta de las distintas subpoblaciones a sustancias que modi�can el metabolismo celular, como

el bicarbonato o la cafeína, variaba notablemente, y el segundo al observar correlaciones entre

los cambios de la distribución subpoblacional y los mostrados en pruebas funcionales realizadas

a los espermatozoides como el ORT o la producción del L-Lactato.

Aunque nuestra distribución subpoblacional concuerda en parte con la de Abaigar et al.

(1999), las características cinemáticas de los diversos grupos di�eren considerablemente; así,

mientras ellos observaron el patrón que hemos de�nido como de hiperactivación en uno de los

grupos principales, nosotros lo recogimos en aquel que presentaba un menor porcentaje de célu-

las, que en su trabajo corresponde, por el contrario, al de menor actividad metabólica.

Respuesta de las subpoblaciones cinéticas al proceso de criopreservación.

La criopreservación del semen produjo un cambio notable en la distribución subpoblacional
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de las muestras (tabla 4.71), ya que incrementó en algo más de un 20% los integrantes de la

SP1, mientras que la SP3 sufrió una disminución drástica, pasando de un 41,23% a un 17,52%.

Este paradójico incremento de la subpoblación que alberga, teóricamente, a las células cuyo

movimiento es considerado, por su linealidad y rapidez, como el más �normal� de las tres, que

también ha tenido lugar en otros trabajos, tanto con semen de verraco (Cremades et al., 2005),

como de ciervo (Martínez-Pastor et al., 2005b, 2006), pudiera deberse a la incidencia de ciertos

factores presentes en el desarrollo de nuestro trabajo; así, por ejemplo, los medios de dilución

empleados para la valoración no son los mismos en el semen fresco y en el descongelado, puesto

que en el primero se utilizó MR-A y en el análisis del segundo BTS, y la diferente composición

de éste podría haber modi�cado las características del movimiento de las células favoreciendo

el patrón característico de la SP1; en concreto, la concentración de EDTA, conocida en el BTS

(tabla 5.2) y desconocida, por motivos comerciales, en el MR-A podría justi�car cambios en

el patrón de movimiento, dada la gran capacidad quelante que dicha sustancia ejerce sobre el

calcio y teniendo en cuenta la in�uencia de este ión sobre la motilidad espermática (Wishart y

Ashizawa, 1987; Goh y White, 1988; Tash y Bracho, 1994; Ashizawa et al., 1999; Ho et al., 2002).

Otros factores que han podido provocar cambios en la cinética de las células son la realización

de una centrifugación previa a la congelación propiamente dicha, cuya in�uencia sobre las carac-

terísticas cinéticas de los espermatozoides está demostrada (Carvajal et al., 2004), y la adición

de Equex al diluyente de congelación, ya que se ha determinado que favorece la manifestación de

trayectorias rectilíneas (Abaigar et al., 1999), pudiendo contribuir, por lo tanto, al incremento

del porcentaje de la SP1. No obstante, hay que tener en cuenta que es probable que la reducción

de espermatozoides móviles en el proceso de criopreservación haya afectado en mayor medida

a aquellas células que presentaban una menor actividad en el T0 (SP3), ya que dicho proceso

afecta claramente a dos estructuras fundamentales para el movimiento espermático, como son

el �agelo y la mitocondria (Courtens et al., 1989; O'Connell et al., 2002; Peña et al., 2003b;

Nishizano et al., 2004; McClean et al., 2007), por lo que provocaría una pérdida de motilidad

en mayor grado en aquellos espermatozoides cuya capacidad de movimiento estaba ya debilitada

previamente, de forma que parte de la drástica reducción observada en la SP3 y los consiguientes

incrementos detectados en las otras dos subpoblaciones (aunque en la SP2 no resultó estadísti-

camente signi�cativo) serían consecuencia de esta mayor susceptibilidad de la SP3.

Otro dato que resulta llamativo es la ausencia de signi�cación estadística en el incremento

de la SP2, ya que al ser el grupo con características cinéticas más próximas a la hiperactiva-

ción, era de suponer que la mayor concentración de calcio intracelular originada en la conge-

lación/descongelación de las muestras, elevara más el porcentaje de integrantes de este grupo.

A este respecto, otros autores (Guthrie y Welch, 2005; Cremades et al., 2005; Saravia et al.,

2007; Casas et al., 2009), a pesar de recoger durante el enfriamiento a 5 ºC un incremento en el

promedio de esta subpoblación, observan que el porcentaje de la misma se ve disminuido signi-

�cativamente tras la descongelación.

La adición de cafeína produjo casi el mismo efecto en el semen fresco y en el descongelado,

observándose un incremento de la SP1 en detrimento de las otras dos subpoblaciones, que vieron
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descender de forma signi�cativa su porcentaje; la disminución de la SP3, la subpoblación cuyos

integrantes presentan una aparente menor actividad metabólica, puede ser atribuida al incremen-

to del AMPc (Garbers et al., 1971a; Rees et al., 1990) tras la inhibición de las fosfodiesterasa, que

actuaría de estimulante de la motilidad en estas células, mientras que, por su parte, la reducción

de la SP2, pudiera responder en mayor medida a la traslocación de calcio del interior de la célula

(Rall, 1980; Hong et al., 1985b), lo que conseguiría reducir el movimiento �agelar asimétrico (Co-

ok et al., 1994; Ho et al., 2002; Sakata et al., 2003), que origina la presencia de concentraciones

altas de Ca2+ intracelular y que, posiblemente, sea uno de los principales responsables del patrón

de movimiento que de�ne a esta subpoblación. Este incremento en la subpoblación que alberga a

las células con movimientos más lineales y rápidos también fue recogido por Abaigar et al. (1999).

Respuesta y evolución de las subpoblaciones cinéticas durante la prueba de la ter-

morresistencia.

Contrariamente a lo ocurrido después de la criopreservación, en la que parte de las variaciones

en la distribución poblacional pudieran achacarse a una mayor disminución en el porcentaje de

espermatozoides mótiles de una determinada subpoblación, la escasa reducción que se re�eja tras

las primeras horas a 39 ºC, sugiere que la inmensa mayoría de las variaciones detectadas en las

diferentes subpoblaciones responden únicamente al cambio en el patrón de movimiento de las

células que las integran en el T0. Durante las primeras cuatro horas y media de incubación se

observa una respuesta inversa y paralela, entre las subpoblaciones 1 y 3 (tabla 4.49); así, mien-

tras la primera experimenta una subida notable, la segunda sufre una caída que la mantiene en

promedios cercanos al 20% durante todo este tiempo. Esta coincidencia entre la disminución de

los espermatozoides con una baja actividad metabólica, característica que de�ne a los integrantes

de la SP3, y el incremento de los que presentan una alta capacidad metabólica, propia de los

de la SP1, nos sugiere la existencia de una estimulación térmica del metabolismo celular, como

indicaban Zou y Yang (2000). Los resultados recogidos en el T7 no hacen más que rea�rmar

esto, a pesar de que por el transcurso del tiempo se vea mermada notablemente la capacidad

móvil de los espermatozoides, observándose un menor incremento de la SP1 y una gran subida

en los promedios de la SP3, que prácticamente se duplican respecto a los anteriores tiempos de

incubación.

Por su parte, la SP2, que engloba a los espermatozoides excluidos de los grupos de alta y

baja actividad metabólica por sus características cinéticas, sufre durante toda la incubación una

reducción progresiva en su porcentaje, que pudiera responder a una disminución paulatina de las

reservas energéticas del medio como consecuencia del aumento general en la actividad metabólica

de las células espermáticas, dado el incremento del consumo energético provocado por el estado

de hiperactivación sugerido para los integrantes de esta subpoblación (Ho et al., 2002; Suárez

y Ho, 2003; Ho y Suárez, 2003; Suárez, 2008), lo cual podría dar lugar a que el movimiento

�agelar típico de la hiperactivación se viera imposibilitado con anterioridad, re�ejándose en una

disminución del porcentaje de espermatozoides con este patrón cinético.

La variación que se re�eja en las diferentes subpoblaciones como consecuencia del tiempo en

incubación se ve controlada al estimular las muestras con cafeína, la cual permite además man-
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tener la capacidad de movimiento en las últimas horas de incubación, amortiguando el descenso

de la SP1 y la SP2, a la vez que controla con ello el incremento de la SP3 en el T7 (tabla 4.50).

El efecto de la estimulación en las muestras, que consigue aumentar la linealidad del movimiento

en el T0 (Abaigar et al., 1999), y que se re�eja mediante un aumento de la SP1 y un descenso

de la SP2 y la SP3, no se aprecia en las tres primeras horas al verse incrementada la actividad

metabólica de los espermatozoides por medio del calor, lo que implicaría que la utilización de

cafeína sobre muestras frescas en esos primeros momentos no va a provocar un incremento mayor

que el que se obtiene mediante la elevación de la temperatura; en esta línea, diversos estudios

indican que ambos factores favorecen la estimulación de la respiración espermática incrementan-

do con ello el metabolismo celular (Garbers et al., 1973; Clarke et al., 1982; Rees et al., 1990;

Dimitriadis et al., 2008).

Respuesta y evolución de las subpoblaciones cinéticas en la prueba del choque a

frigore.

La ausencia de variaciones en cuanto a la distribución subpoblacional calculada tras los choques

realizados a partir de la hora de incubación, denota, como quedó re�ejado al analizar los resulta-

dos de los descriptores cinéticos individualmente, que los patrones de movimiento no cambian a

pesar de que se incremente el porcentaje total de células con movilidad como consecuencia de la

menor susceptibilidad de éstas al frío. La aplicación de un descenso brusco de temperatura a las

muestras seminales va a originar una caída en los valores de las dos subpoblaciones mayoritarias

(SP1 y SP3), lo que repercute sobre la tercera (SP2), que mani�esta un incremento espectacular

debido, con toda probabilidad, al consabido aumento intracelular de calcio que mani�estan las

células tras el choque (tabla 4.51). A pesar de que el incremento porcentual de la SP2 fuera apro-

ximadamente igual a la disminución sufrida por las otras dos subpoblaciones, no parece lógico

suponer que se haya producido un trasvase de espermatozoides incluidos inicialmente en éstas,

ya que se presupone que la reducción en el porcentaje de movilidad afecta en un mayor grado a

los integrantes de la SP3, debido a que sus características de movilidad limitada se les supone

una mayor debilidad, lo que para Fraser et al. (2001) se traduce en una mayor incapacidad que el

resto para sobrevivir por un largo periodo de tiempo y, por consiguiente, en una probable menor

capacidad de adaptación a situaciones de estrés.

El efecto de la cafeína sobre las células espermáticas, que va a incrementar de forma notable

su velocidad y, fundamentalmente, como ya se ha indicado, su linealidad, hace que se produz-

ca un aumento de la subpoblación que está caracterizada por estos rasgos; esta elevación en

el porcentaje de espermatozoides de la SP1 conlleva la reducción de las otras dos (tabla 4.52),

por las dos principales vías mencionadas con anterioridad: la traslocación del calcio intracelular

(Rall, 1980; Hong et al., 1985b), que presumiblemente presenta un mayor efecto sobre la SP2,

y mediante el incremento del AMPc (Garbers et al., 1971a; Rees et al., 1990), que afectará con

más probabilidad a los integrantes de la SP3.
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5.3 Experimento 2: Evaluación de los patrones cinéticos descritos por los espermatozoides.

Determinación de la congelabilidad de un eyaculado a partir del tamaño de las

subpoblaciones cinéticas.

La preferencia de los investigadores por la utilización de subpoblaciones al realizar el análisis

cinético, en vez de efectuar un análisis de los parámetros de forma individualizada (Quintero-

Moreno et al., 2004), responde no sólo a que proporciona una información más relevante que

la observación individualizada de los parámetros (Holt, 1996; Barratt et al., 1993; Quintero-

Moreno et al., 2004; Martínez-Pastor et al., 2005b), sino también a la notable simpli�cación que

proporcionan a la hora de interpretar los resultados, frente a ésta, que resulta bastante más

compleja y pueden dar lugar a conclusiones no ceñidas a la realidad, que han de ser tomadas con

bastante precaución (Rodríguez-Martínez et al., 2008).

A pesar de la preferencia existente por el análisis subpoblacional, en nuestro estudio, la valo-

ración de las muestras seminales frescas (T0) atendiendo a la distribución de los espermatozoides

en las tres subpoblaciones, no nos proporcionó una mejor predicción que el análisis individual

de los parámetros cinéticos, en cuanto a los modelos de regresión establecidos a partir de ellas,

viéndose considerablemente reducida la explicación de la variabilidad posdescongelado, con res-

pecto al estudio individualizado, al alcanzar sólo un débil 7,8%. No obstante, a partir de ellas

se pueden sacar evidencias interesantes, como la posible relación entre la congelabilidad seminal

y la actividad metabólica de los espermatozoides recién eyaculados; en concreto, los interesan-

tes coe�cientes de correlación encontrados (tabla 4.74), positivos para los integrantes de la SP1

(aquellos considerados de actividad metabólica normal) y negativos para los de la SP3 (los de

actividad metabólica baja), sugieren la importancia del metabolismo espermático en la capacidad

de respuesta celular al proceso de criopreservación, lo cual también viene apoyado, a pesar de

la ausencia de signi�cación estadística, por la tendencia mostrada por el grupo BC a presentar

valores medios más altos para la SP1 y más bajos para la SP3 que el grupo MC (tablas 4.72 y

4.73). Estos resultados distan notablemente de los obtenidos por Tejerina (2008) que, en la misma

especie, no observó ninguna correlación signi�cativa entre la congelabilidad y las subpoblaciones

calculadas, lo cual podría estar motivado por el concepto de congelabilidad empleado en cada

trabajo, pues mientras en el nuestro se recurre a la resistencia de la membrana plasmática al pro-

ceso de congelación/descongelación, determinada por la fórmula descrita por Peña et al. (2007)

[pág. 101], el otro se basa en el porcentaje de vitalidad obtenido tras la descongelación, sin tener

en cuenta los valores iniciales que presentaba cada eyaculado. En cambio, Davis et al. (1995) en

semen humano, también encontraron correlaciones signi�cativas entre el tamaño subpoblacional

y la congelabilidad de los eyaculados.

El análisis del comportamiento de las subpoblaciones espermáticas después ser sometidas

las muestras seminales a un estrés por calor tampoco proporciona una buena explicación de

la variabilidad posdescongelado, al mostrar un máximo de un 10,3% a partir de la SP2, en

el T7 y tras estimular la movilidad con cafeína, siendo éste el único caso en que se presenta

una correlación signi�cativa con la congelabilidad. Sin embargo, al aplicar el choque por frío,

la capacidad predictiva de las subpoblaciones cinéticas mejora ligeramente, como ya se expuso

en otros apartados de este estudio, y también en otros trabajos (Casas et al., 2009), donde al

disminuir la temperatura de las muestras se incrementaban las correlaciones con la congelabilidad
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encontradas, posiblemente por el hecho de que los primeros signos de la congelabilidad de un

eyaculado se re�ejan en la valoración seminal tras sufrir las muestras el descenso térmico (Watson,

2000; Andrabi, 2007).

No obstante, la capacidad de predicción de la congelabilidad tras los choques por frío a partir

de las subpoblaciones cinéticas dista mucho de la derivada del primer experimento, ya que a

partir de los modelos de regresión lineal calculados no se pudieron explicar más de un 24,7%

de la variabilidad de las muestras tras el proceso de congelación/descongelación. A pesar de

ello, queda de mani�esto que la aparición de un determinado tipo de movimiento tras el choque

puede ser indicativo de la congelabilidad, como se deduce a partir de las correlaciones positivas

que presenta la SP2 en la mayoría de los tiempos, o de la tendencia mostrada por los eyacula-

dos del grupo BC a presentar valores superiores a los del MC, y por otro lado, se evidencian

correlaciones negativas de la SP1 con el índice de congelabilidad en todos los tiempos analizados;

esto nos sugiere que, aparte de la idoneidad de un movimiento rápido y circular tras un descen-

so brusco de temperatura, la presencia tras un choque por frío del patrón cinético considerado

como �normal� para las muestras frescas va a ser indicativo de una baja congelabilidad de los

eyaculados. Esta circunstancia responde a la misma explicación ya expuesta para los parámetros

cinéticos individuales, donde se observaba una correlación negativa con los que cuanti�can la li-

nealidad del movimiento (LIN, STR yWOB), exponiendo la conveniencia del movimiento circular

y rápido al considerarlo indicativo de una buena capacidad de respuesta de las células al incre-

mento citosólico de calcio que inevitablemente se produce durante y después del choque a frigore.

5.4. Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore.

5.4.1. In�uencia de la presencia de la gota citoplasmática en la resistencia

celular al choque a frigore.

A pesar de que durante la espermatogénesis se produce una gran pérdida del citoplasma ce-

lular a través de la formación de cuerpos residuales, que posteriormente resultan fagocitados por

las células de Sertoli (de Krester y Kerr, 1994), los espermatozoides abandonan el testículo con

una pequeña porción de citoplasma a la altura del cuello, denominada gota citoplasmática (GC),

que va a desplazarse a lo largo de la pieza intermedia en el recorrido de las células a través del

epidídimo, situándose �nalmente en las proximidades del anillo de Jensen (Crabo, 1985), desde

donde va a ser eliminada (Leidl et al., 1999). Schulze (1963) determinó, en la especie porcina,

la proporción de gotas citoplasmáticas, distales (GCD) y proximales (GCP), existentes en las

células espermáticas del testículo, así como en las tres porciones del epidídimo y en el eyaculado,

estableciendo los porcentajes que se re�ejan en la tabla 5.1. Al analizarla, comprobamos cómo la

migración de la GC parece ocurrir fundamentalmente entre la cabeza y el cuerpo del epidídimo,

lo cual coincide con lo expuesto por Gustafsson et al. (1970), que sitúan la citada migración en

una porción estrecha existente en la parte anterior del cuerpo epididimario.
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Tipo de GC Testículo Cabeza Epid. Cuerpo Epid. Cola Epid. Eyaculado

GCP 83% 80% 15% 8% 4%
GCD - 11% 73% 70% 20%

Tabla 5.1: Porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmática en el testículo, el epidídimo y el
eyaculado (Schulze, 1963).

En algunas especies, como la rata, la liberación de estos residuos de citoplasma sucede prin-

cipalmente al acceder las células espermáticas a la cola del epidídimo, donde son fragmentados y

eliminados por endocitosis celular (Hermo et al., 1988; Robaire y Hermo, 1988). En cambio, en

el verraco éste no es el principal mecanismo de liberación, como denotan los altos porcentajes de

espermatozoides con GCD encontrados en este segmento (Schulze, 1963; Kato et al., 1996), sino

que en esta especie, al igual que en la ovina y la bovina, la mayor parte de la pérdida de estas

estructuras se produce poco después de la eyaculación, supuestamente al contactar con ciertos

componentes de los �uidos de las vesículas seminales, como el PBP (fosfolípido hemolítico vin-

culado a proteinas) en bovino y ovino (Matousek y Kysilka, 1984), o la D-fructosa en porcino

(Harayama et al., 1996).

Con base en los resultados obtenidos en nuestro estudio, puede a�rmarse que la presencia del

residuo citoplasmático en un espermatozoide eyaculado va a indicar una mayor resistencia del

mismo al enfriamiento, ya que estos espermatozoides se incrementan en más de un 300% en el

conjunto de células vivas tras el choque, mientras que aquellos otros que ya se han desprendido

de ella se reducen casi un 65% (tabla 4.86). Por lo tanto, la consideración de inmadurez que se

viene haciendo de forma habitual respecto a estas células (Saacke, 1970 en Leidl et al., 1999),

podría resultar adecuada teniendo en cuenta la mayor resistencia al choque por frío que muestran

los espermatozoides epididimarios sobre los eyaculados (Lasley y Bogart, 1944), puesto que se

ha determinado que el incremento de la susceptibilidad de las células epididimarias ocurre en las

porciones distales del cuerpo del epidídimo como consecuencia de ciertos cambios acaecidos en

su maduración, como la reducción del contenido total de fosfolípidos (Watson y Plummer, 1985).

La maduración espermática en el epidídimo es un proceso notablemente complejo y secuen-

cial, donde los cambios que experimentan las células van a resultar necesarios para que adquieran

la capacidad de fecundar los ovocitos (Briz et al., 1995; Bassols et al., 2005). Estos cambios afec-

tan tanto a la morfología como a la funcionalidad de los espermatozoides, que modi�can sus

propiedades a medida que discurren por los diferentes segmentos del epidídimo; así, por ejemplo,

los espermatozoides inmaduros que albergan una GCP (procedentes de la cabeza epididimaria)

van a presentar mitocondrias con un tamaño y una disposición claramente irregular, lo que viene

a ser un signo evidente de que no se ha completado la maduración celular, mientras que, sin em-

bargo, las células inmaduras que presentan GCD (procedentes de la cola del epidídimo) muestran

ya una disposición mitocondrial de�nitiva en hélice y su tamaño está perfectamente homogeniza-

do (Briz et al., 1995). En cambio, en cuanto a la resistencia al frío, el comportamiento de ambos

tipos de células, a tenor de lo observado en nuestros resultados, no di�ere, pues el incremento

porcentual de células vivas en la muestra seminal experimentado tras el choque inicial resultó

similar en ambas, hecho que esta en consonancia con lo expuesto por Watson y Plummer (1985),
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que situaban la adquisición de la sensibilidad al frío en un segmento posterior al del descenso de

la GC. El hecho de que la disminución de la resistencia al frío se produzca en una fase posterior al

descenso de la GC y que durante el almacenamiento en la cola del epidídimo los espermatozoides

maduros presenten, en su mayoría, una GCD a la espera de ser liberada en la eyaculación, no

permite esclarecer si los espermatozoides con GCD que se observan en un eyaculado deben ser

todos considerados categóricamente como inmaduros, como sí se hace con los que presentan una

GCP ( Briz et al., 1995; Amann et al., 2000; Cooper, 2005). Esta disyuntiva no se ha podido

despejar desde la perspectiva de la in�uencia que muestran ambas sobre la fertilidad, ya que,

mientras la existencia de más de un 5% de espermatozoides con GCP parece tener un efecto

negativo evidente (Dausend, 1974; Amann et al., 2000; Thundathil et al., 2001), no está del todo

claro que la presencia de un cierto porcentaje de espermatozoides con gota en localización distal

repercuta negativamente en ella, como apuntan ciertos trabajos (Waberski et al., 1994; Leidl

et al., 1999), a pesar de que en otros estudios se sugiera su efecto negativo sobre la conservación

seminal y se desaconseje su aplicación en programas de IA (Larsson et al., 1984; Waberski et al.,

1994; Amann et al., 2000; Thundathil et al., 2001).

La aparente facilidad con la que se desprende la gota citoplasmática de los espermatozoides

maduros de porcino, proceso que se ha determinado que ocurre, además de por el contacto

celular con los �uidos vesiculares (Schulze, 1963; Kato et al., 1996; Harayama et al., 1996), por

una simple incubación de la fracción rica del eyaculado en ausencia de éstos (Kato et al., 1996),

sugiere que las células que han mantenido el resto de citoplasma podrían presentar algún tipo de

incapacidad que les impide eliminarlo. El mecanismo por el cual se libera la GC todavía resulta

desconocido, existiendo varias teorías que se suman a la del contacto con la D-fructosa procedente

de las vesículas seminales expuesta por Harayama et al. (1996), proceso que estaría mediado

por un incremento del AMPc intracelular; en concreto, Thundathil et al. (2001) propusieron la

posibilidad de que, tanto el desplazamiento como la liberación, estuviesen provocados por cambios

en la composición iónica de los �uidos que permanecen en contacto con las células, mientras que

Cooper y Yeung (2003) sugirieron que las gotas citoplasmáticas se rompen y pierden por efecto

de la presión osmótica del medio.

Sea como fuere, parece ser que el hecho de que en espermatozoides maduros la GC se libere o

no, no va a suponer que los espermatozoides presenten una mayor resistencia al frío, sino que todo

apunta a que los cambios de membrana que los sensibilizan frente al descenso de temperatura,

van a ser además los que los capaciten para la liberación de sus restos citoplasmáticos. Así, en

estudios realizados con eyaculados que no han estado en contacto con los �uidos vesiculares y

que muestran, por tanto, una alta retención de gotas citoplasmáticas (Berger y Clegg, 1985), no

se observa una mayor resistencia al frío de sus espermatozoides con respecto a los procedentes

de eyaculados en los que el contacto con dichos �uidos sí ha provocado la liberación de las gotas

(Moore y Hibbitt, 1977; Berger y Clegg, 1985).

Por otro lado, aunque asumamos que la presencia de la GCD en células eyaculadas indica que

esos espermatozoides no han sufrido los mencionados cambios en la membrana, que podrían no

ser decisivos desde el punto de vista de la fecundidad a tenor de lo a�rmado por algunos autores

(revisado por Amann et al., 1993), que exponían que la maduración espermática y el consiguiente
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desarrollo del potencial de fecundación es adquirido en la cabeza y el cuerpo epididimarios, se

desconoce el grado de maduración en el que están, puesto que desde el momento en que se pro-

duce el descenso de la GC hasta que sufren la reducción de la resistencia al enfriamiento, se ha

determinado que suceden otros muchos procesos que pueden tener una importancia vital para el

desarrollo de la capacidad fecundante, entre los que destacan la adquisición de la capacidad para

fusionarse al ovocito o para expresar la movilidad una vez diluidos (Amann et al., 1993). Ade-

más, a pesar de las a�rmaciones que descartan la cola del epidídimo como lugar de adquisición

del potencial de fecundación de los espermatozoides, se ha determinado que entre las porciones

�nales del cuerpo y a lo largo de toda la cola, van a suceder procesos, como la secreción del factor

de inhibición de la reacción acrosómica, que junto con las secreciones de las glándulas sexuales

accesorias, estabilizan la membrana plasmática a nivel del acrosoma, previniendo la reacción de

éste, y otros procesos que permiten la expresión de la capacidad de fecundación o la de producir

energía de forma e�ciente (Amann et al., 1993), que resultan de gran importancia para la viabili-

dad de los espermatozoides. Por tanto, el último segmento del epidídimo no resulta simplemente

un lugar donde se preservan y almacenan los espermatozoides �fértiles�, sino que en él se conti-

núa el proceso de perfeccionamiento de las células, siendo, de hecho, los espermatozoides de su

zona distal, ligeramente más fértiles que los de la zona proximal (Holtz y Smidt, 1976). Desde

esta perspectiva, la presencia de espermatozoides con persistencia de GCD en un eyaculado, en

ocasiones infravalorada, cobra un interés propio para los técnicos, puesto que su capacidad para

resistir bajas temperaturas puede hacer que se sobrevalore la calidad de una muestra refrigerada

o descongelada, con la consiguiente repercusión negativa sobre la fertilidad, si presentara defectos

de maduración importantes.

5.4.2. Efecto del diluyente comercial y de la presencia de plasma seminal en

la resistencia al choque a frigore.

A pesar de que la in�uencia del plasma seminal (PS) sobre la capacidad funcional del es-

permatozoide ha sido muy estudiada, hoy en día siguen existiendo numerosas contradicciones

como consecuencia de la gran diversidad de resultados obtenidos. Así, mientras algunos trabajos

publicados al respecto recogen la in�uencia positiva que ejerce sobre el mantenimiento de la

movilidad espermática (Baas et al., 1983; Graham, 1994), sobre el incremento de la viabilidad

celular (Ashworth et al., 1994; Maxwell et al., 1996) o, incluso, sobre la adquisición de una mayor

resistencia al choque a frigore, fundamentalmente en semen de verraco (Pursel et al., 1973; Berger

y Clegg, 1985) y de carnero (Maxwell et al., 1999), otros trabajos se van a alejar de estas con-

clusiones, considerando que la in�uencia del plasma es escasa, tanto sobre la movilidad celular,

como sobre la susceptibilidad al choque por frío (Moore y Hibbitt, 1977), o incluso recogiendo

efectos perjudiciales del mismo sobre la movilidad (De Lamirande et al., 1984; Iwamoto et al.,

1993), la viabilidad (Dott et al., 1979; García y Graham, 1987a, 1987c, 1987b) o la supervivencia

espermática al proceso de criopreservación (Ritar y Salamon, 1982; Schmehl et al., 1986; Watson,

1995). Esta disparidad en los resultados responde, para algunos autores, a la gran amalgama de

sustancias que componen el PS, algunas de las cuales van a provocar un efecto bene�cioso sobre
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la funcionalidad celular, mientras que el de otras va a ser, por el contrario, claramente perjudicial

(Harayama et al., 1998; Muiño-Blanco et al., 2008).

Uno de los aspectos destacables de la incubación de los espermatozoides con plasma seminal es

el aumento de su resistencia frente al enfriamiento, característica que recogen un gran número de

estudios (Pursel et al., 1972b; Church y Graves, 1976; Berger y Clegg, 1985). No obstante, existen

otros trabajos que sugieren que el contacto que se produce en la eyaculación, entre las células

espermáticas y la gran cantidad de �uidos que proceden de las glándulas accesorias (Moore et al.,

1976; Berger y Clegg, 1985; Metz et al., 1990), y que a la postre van a constituir la fracción más

abundante del denominado plasma seminal (Setchel y Brooks, 1988 en Harayama et al., 1998),

es lo que va a provocar la mayor susceptibilidad al frío que mani�estan los espermatozoides

eyaculados sobre los epididimarios. Nuestros resultados corroboran el incremento de la resistencia

celular, puesto que la tendencia mostrada es a que el grupo al que le fue eliminado el PS tras

la extracción (CI) muestre una menor vitalidad e integridad de la membrana acrosómica que

los otros dos, que permanecieron en contacto con el plasma, uno hasta los instantes previos a la

realización del choque (CMto) y otro durante toda la prueba (SC).

Esta aparente mayor resistencia de los dos grupos que permanecieron con el PS podría ser

consecuencia del contacto celular con ciertas sustancias presentes en el mismo, que de una u otra

forma, colaborarían en la estabilización de las membranas celulares y en el mantenimiento de

la funcionalidad celular (Maxwell y Johnson, 1999). Dentro de estas sustancias, se ha destacado

la in�uencia de las proteínas plasmáticas (Metz et al., 1990; Harayama et al., 1998; Maxwell y

Johnson, 1999; Barrios et al., 2000; Pérez-Pe et al., 2001; Muiño-Blanco et al., 2008), que funda-

mentalmente, mediante su adsorción a la membrana plasmática (Metz et al., 1990; Muiño-Blanco

et al., 2008), van a provocar ciertas modi�caciones que con�eren a los espermatozoides una ma-

yor resistencia al frío, si bien, parece que no todas proporcionan el mismo efecto, puesto que

se han observado notables diferencias en función del peso molecular de las distintas fracciones

analizadas; así, Harayama et al. (1998), en semen de verraco, determinaron que únicamente las

fracciones 2 y 4, de las cuatro en las que fue separado el PS, ejercieron un efecto protector signi-

�cativo frente a un descenso brusco de temperatura. A su vez, en trabajos efectuados con semen

de carnero, se ha determinado que la fracción proteica que presenta un peso de aproximadamente

20 kDa, es la causante de la recuperación, tras un choque por frío, de niveles de permeabilidad

en la membrana similares a los que presentaban previamente las células vivas (Barrios et al.,

2000); por su parte, Ashworth et al. (1994) determinaron que la adición al diluyente de extractos

de PS con componentes de bajo peso molecular, permitiría compensar, o incluso mejorar, los

efectos bene�ciosos que proporciona el PS completo. Esas modi�caciones que se producen en

la super�cie de las células espermáticas a partir de la interacción con las proteínas del plasma

(Harrison et al., 1992) también se han observado mediante la utilización de péptidos sintéticos

(Amann et al., 1999) o con proteínas procedentes de las vesículas seminales (Carballada y Es-

ponda, 1998), lo cual es lógico, puesto que entre un 80 y un 90% de las proteínas del plasma

proceden de los �uidos vesiculares (Davies et al., 1975 en Berger y Clegg, 1985). No obstante, la

pérdida de susceptibilidad no va a estar asociada exclusivamente a la presencia de �uidos de las

glándulas vesiculares; en este sentido, Berger y Clegg (1985) determinaron que la resistencia de
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los espermatozoides procedentes de verracos enteros era similar a la de aquellos otros animales

que previamente habían sido vesiculectomizados y Metz et al. (1990), a su vez, comprobaron que

la adsorción va a suceder de igual forma en aquellas células que no han tenido contacto previo

con proteínas de origen vesicular.

Más allá del efecto bene�cioso de la adsorción de ciertas proteínas sobre el descenso tér-

mico, el PS tiene otros componentes que van a colaborar activamente en la protección celular,

como pueden ser sustancias antioxidantes que limitan la incidencia de la peroxidación lipídica,

fenómeno que incide especialmente en las células que sufren un choque a frigore (Chatterjee y

Gagnon, 2001; Chatterjee et al., 2001; Gadea et al., 2005a; 2005b), minimizando su efecto sobre

la viabilidad y la movilidad de las mismas. Existen varias evidencias de las bondades del efecto

antioxidante sobre el descenso de temperatura, fundamentalmente de aquel asociado a la crio-

preservación, en las que ha quedado de mani�esto que producen un incremento de la resistencia

celular al proceso en el semen de verraco (Hernández et al., 2007a), contribuyendo de forma nota-

ble, por tanto, a la congelabilidad del mismo (Peña et al., 2006) y a su capacidad de fecundación

(Gadea et al., 2004a; Funahashi y Sano, 2005). El efecto protector que a este respecto presenta

el PS, queda de mani�esto al comprobar que su adición a muestras seminales de carnero, no sólo

provoca el mantenimiento de la actividad enzimática, sino también la distribución de enzimas

antioxidantes por la super�cie celular (Martí et al., 2008).

Otros componentes que actúan de forma activa en la protección frente al descenso térmico,

son los llamados �factores decapacitantes�, posiblemente proteínas de la familia de las esper-

madhesinas, que previenen la capacitación y la criocapacitación celular (Davis y Niwa, 1974;

Byrd y Wolf, 1986; Cross, 1993), llegando incluso a decapacitar espermatozoides que habían sido

previamente capacitados (Chang, 1957), por lo que su presencia contribuirá a la disminución

de la incidencia de la reacción acrosómica, y la consiguiente reducción de la vida fértil de los

espermatozoides, tan habitual en el enfriamiento celular como consecuencia de la aparición del

proceso llamado en la literatura anglosajona �capacitation like changes�. Recientemente, se ha

determinado la presencia de proteínas especí�cas del PS en la región acrosómica de varias espe-

cies (Kamaruddin et al., 2004; Caballero et al., 2005, 2006), que serán retiradas para que pueda

tener lugar la reacción acrosómica, requisito que resulta esencial para el éxito en la fecundación

del ovocito (Yanagimachi, 1994; Fraser et al., 1996; Roberts et al., 2003). La capacidad que tiene

el PS de contener la criocapacitación ha quedado de mani�esto en numerosos trabajos, donde

se evidencia que su presencia reduce la proporción de espermatozoides criocapacitados (Maxwell

et al., 1998; Vadnais y Roberts, 2007), hecho que se re�eja también por la disminución en la

fosforilación de la tirosina, tanto en semen de carnero (Pérez-Pe et al., 2002), como de humano

(Tomes et al., 1998), tras someter a las muestras a un choque a frigore.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo respecto a la integridad de la vesícula acrosómica

re�ejan una menor incidencia de acrosomas reaccionados en las muestras que contenían PS, si

bien las diferencias calculadas entre los grupos resultaron menores que las observadas con la

vitalidad, puesto que mientras en relación con ésta se apreciaron diferencias estadísticamente

signi�cativas entre el grupo CI y los grupos CMto y SC, en la integridad acrosómica sólo apa-
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recen al comparar el grupo CI y CMto, resultando este último más resistente, si bien, el grupo

SC muestra una tendencia a que sus promedios sean más elevados que los del grupo CI (�gura

4.54).

En la mayoría de los trabajos revisados en los que el PS ejerció un efecto protector sobre las

dos membranas, se utilizaron muestras seminales a las que se les había añadido un determina-

do porcentaje de plasma, en un intento de compensar el denominado �efecto dilución�, que se

produce al diluir las muestras por la consiguiente disminución de la concentración de las sustan-

cias bene�ciosas que porta (Maxwell y Johnson, 1999; Maxwell et al., 1996; Watson, 1995). En

nuestro trabajo, del hecho de no haber añadido a las muestras PS exógeno, y atendiendo a las

evidencias que indican que la adsorción proteica es un proceso dependiente de la concentración

(Barrios et al., 2000), puede hacerse una doble lectura; por una parte, podría explicar la ausencia

de diferencias más evidentes entre los diversos grupos, ya que la presencia de este tipo de sus-

tancias en los dos grupos que se mantuvieron en contacto con el PS tuvo que quedar seriamente

reducida con la dilución en los diluyentes comerciales empleados, y por otra parte, podría indicar

que incluso pequeñas porciones de plasma serían su�cientes para proporcionar efectos bene�cio-

sos a la hora de aplicar un descenso térmico, algo que concordaría con lo re�ejado por Pursel

y Johnson (1975b), que recomendaban que se mantuviera en las muestras durante el tiempo de

espera de los protocolos de criopreservación.

No obstante, el contacto de las muestras con el PS no es el único el factor que determina

la adquisición de resistencia celular al frío durante la incubación, puesto que se ha observado

que el mero transcurso del tiempo ya la reporta; así, en nuestro trabajo, durante un periodo

similar al empleado en el protocolo de criopreservación, hemos comprobado que son los tres

grupos, incluido el CI, los que experimentan incrementos notables y progresivos en la integridad

de ambas membranas a medida que transcurre el tiempo, si bien de los promedios superiores

obtenidos en los grupos CMto y CS, se deduce que el PS proporciona una protección adicional

a las células frente al choque a frigore, como recogieron Pursel et al. (1973), protección que se

ha comprobado que comienza a partir de los 15 minutos (Dott et al., 1979), si bien no hemos

encontrado literatura que establezca el tiempo óptimo de contacto, aunque sí se ha apreciado

que el incremento de resistencia proporcionado por el plasma a las tres horas de incubación no

es estadísticamente superior al que se produce una vez transcurrida una hora.

Por otro lado, la utilización de la centrifugación como método para eliminar el PS puede

que haya in�uido en los resultados ejerciendo un efecto negativo sobre las muestras que fueron

sometidas a él, ya que aunque muchos autores lo hayan descrito como no perjudicial para los

espermatozoides (Hammerstedt, 1975; Pickett et al., 1975; Dott et al., 1979; García y Graham,

1987b), existen evidencias de lo contrario (Salamon, 1973 ;Pickett et al., 1975; Carvajal et al.,

2004). Las hipótesis existentes al respecto se basan, fundamentalmente, en una acción directa

provocada por un efecto mecánico sobre las membranas celulares (Álvarez et al., 1993) y en una

indirecta, como consecuencia de una excesiva formación de ROS en el proceso, si bien este último

punto no pudo ser corroborado por Carvajal et al. (2004) al medir los niveles de Malonildialdehido

(MDA) de las diferentes muestras.

En nuestro trabajo, la utilización de un protocolo de centrifugación alejado notablemente del
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considerado como recomendable, ya que tanto la velocidad (800g) como, sobre todo, el tiempo

(10 minutos) estaban muy distanciados de las altas velocidades (2400g) y los tiempos cortos (3

minutos) propuestos por Carvajal et al. (2004) para minimizar el daño celular y maximizar la

recuperación de espermatozoides, presupone la presencia de alteraciones en la estructura celular

que, si bien no se van a manifestar inmediatamente, saldrán a la luz con el transcurso del tiempo

(Álvarez et al., 1993). Esta circunstancia sugiere que el hecho de que el grupo CI presentase

los promedios más bajos de integridad en las dos membranas analizadas puede haber estado

in�uenciado por alteraciones celulares originadas en este proceso, algo que posiblemente no se

haya manifestado en el grupo CMto a partir de la hora de incubación, por una posible protección

originada por el contacto previo con el PS. Teniendo en cuenta que ni en el grupo CI ni en el CMto,

en la realización del S0, el tiempo de contacto entre las células y el plasma ha superado los 15

minutos que son requeridos, según Dott et al. (1979), para que se mani�este el efecto protector del

PS frente al enfriamiento celular, puede que tampoco haya sido tiempo su�ciente para contener los

posibles efectos deletéreos de la centrifugación; así, en el S0, los promedios de integridad de ambas

membranas del grupo CI y del CMto son muy similares entre sí, mientras que en el grupo SC, que

permaneció en contacto con el plasma constantemente (en torno a 12 minutos más que el CMto

en el momento de iniciar el choque), éstos fueron mayores que en los otros dos grupos, si bien, las

diferencias encontradas no mostraron signi�cación estadística alguna tras el análisis. La existencia

de una posible protección del PS en la centrifugación puede deducirse del hecho de que, a partir

de la hora de incubación, el grupo CMto no muestra diferencias signi�cativas en los promedios de

integridad de sus membranas con el SC, siendo el tiempo necesario para ello, por lo tanto, inferior

a una hora. Por otra parte, la tendencia que presenta el grupo CMto a obtener mayores promedios

que el SC, sugiere la posibilidad de que el plasma seminal también ejerza un efecto negativo sobre

la resistencia celular al choque al permanecer en contacto con los espermatozoides justo en el

momento del descenso de temperatura, dato que defendería la teoría de la presencia en el plasma,

tanto de sustancias que protegen, como de otras que sensibilizan frente al descenso térmico; a

este respecto, Moore et al. (1976) observaron que el contacto con secreciones de las glándulas

vesiculares iba a incrementar la sensibilidad espermática, hecho que para Watson y Plummer

(1985) respondería a la modi�cación de la funcionalidad de la membrana como consecuencia de

la adhesión de ciertas proteínas vesiculares. Apoyando este punto de vista, se han encontrado

otros trabajos como el de Shannon y Curson (1983) en Watson y Plummer (1985), que detectaron

que la presencia en el plasma seminal de toro de una determinada sustancia, caracterizada por

un alto peso molecular (>10000Da), provocaba la desestabilización de la membrana plasmática,

haciéndola más sensible al frío, mientras que en su ausencia se originaba la intervención de otras

moléculas de bajo peso molecular que aumentaban notablemente la resistencia celular. Teniendo

en cuenta que no existieron variaciones entre los grupos CMto y SC, en cuanto al contacto de

los espermatozoides con el PS, puesto que éste presentaba la misma concentración y procedía

del mismo verraco en los dos grupos, la diferencia en la respuesta puede radicar en el tipo de

unión de las proteínas al espermatozoide; Russell et al. (1985) expusieron que la fuerza con la

que éstas se unían a la super�cie celular variaba en función del tipo de proteína, de forma que,

mientras la adsorción de unas era tan fuerte que las hacía indistinguibles de las propias proteínas

celulares, otras podían eliminarse con un simple lavado; no hay que olvidar que la modi�cación,
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por parte de las proteínas plasmáticas, de las propiedades de la membrana se efectúa por una

simple unión a su super�cie o por la alteración, bien de su estructura o bien de la disposición

molecular que ésta presente (Muiño-Blanco et al., 2008). Por tanto, es posible que mientras que

las que con�eren una mayor resistencia se unen de una forma más permanente al espermatozoide,

las otras que lo sensibilizan presenten una unión mucho menos estable y hayan sido eliminadas

con el proceso de centrifugación, si bien no existen trabajos que con�rmen esta posibilidad.

La presencia o ausencia de determinados componentes en el PS podría ser el factor que de-

termine su efecto; en este sentido, estudios recientes comprueban que la respuesta espermática

al PS depende claramente del donador, hasta el punto de que el efecto sobre muestras diluidas

puede ser positivo o negativo en función del verraco del que proceda (Caballero et al., 2004), del

mismo modo que la tasa de penetración in vitro que presentan los espermatozoides de toro, que

será mayor o menor en función de su procedencia (Henault y Killian, 1996) o, más en relación

con el descenso térmico, que la calidad posdescongelado del semen de verraco también varía en

función del animal (Hernández et al., 2007a). Por su parte, Okazaki et al. (2009) observaron que

la eliminación desde un principio del plasma de las muestras seminales procedentes de verracos

con una mala congelabilidad, incrementa la calidad posdescongelado de las mismas, circunstancia

que no sucedió en aquellos otros con una alta capacidad para la criopreservación, cuya respuesta

no varió de los que se mantuvieron con el PS durante el enfriamiento. La importancia de la

composición del PS en el devenir de las células en el enfriamiento va a resultar crucial, si bien

las diferencias que presentan en cuanto a la capacidad de incrementar o disminuir la resistencia

al frío, atendiendo a los resultados recogidos por Hernández et al. (2007a) en muestras criopre-

servadas, no van a estar determinadas por los per�les proteicos ni por la capacidad antioxidante

que presente, por lo que son necesarias más investigaciones que permitan dilucidar qué compo-

nentes son los causantes del efecto protector en el enfriamiento y en la criopreservación del semen.

Independientemente de la conveniencia de mantener o no el plasma seminal durante la incuba-

ción de las muestras seminales, todos los protocolos que se han desarrollado para la conservación

del semen implican su dilución y, por consiguiente, la reducción drástica de la concentración

de las sustancias presentes en el PS. La disminución de los componentes que, por medio de su

adhesión a la membrana, van a colaborar en la estabilización de la misma, dada la mayor �uidez

que ésta adquiere en las porciones �nales del epidídimo, supone la aparición de ciertos efectos en

los espermatozoides, como la alteración de su viabilidad, la mayor facilidad para experimentar

la capacitación, o la mencionada sensibilidad frente al descenso térmico, por lo que el diluyente

empleado va a adquirir una importancia vital, debiendo tratar de compensar estas de�ciencias

generadas con una formulación adecuada. Por todos es sabido que la composición del medio

extracelular es un factor fundamental a la hora de conferir protección a los espermatozoides

frente al frío, ya que la inclusión de ciertos aditivos ha demostrado ser claramente bene�ciosa

(Watson y Plummer, 1985), como pueden ser, por ejemplo, la yema de huevo (Watson, 1981a;

Fiser y Fairfull, 1986), fundamentalmente si se acompaña de Orvus Es Paste (Pursel et al., 1978;

Strzezek et al., 1984), la fosfatidilcolina (Simpson et al., 1987) o el BHT (Pursel, 1979; Bamba y

Miyagawa, 1992; Bamba y Cran, 1992; Roca et al., 2004). No obstante, este tipo de sustancias

no suelen emplearse en diluyentes comerciales de refrigeración, sino más bien en aquellos otros
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diseñados para su uso en protocolos de congelación, donde las muestras seminales van a someterse

a un importante descenso térmico.

En nuestro trabajo, la dilución en uno u otro de los dos diluyentes empleados no modi�có el

comportamiento de las muestras en cuanto a la presencia de PS se re�ere, por lo que se deduce

que ninguno fue capaz de compensar la acción de los componentes plasmáticos, aunque sí dejó

fuertes evidencias de la importancia del diluyente empleado en la protección frente al choque por

frío, al mostrarse las muestras diluidas en MR-A mucho más resistentes, en todos los grupos y

tiempos analizados, que las que se diluyeron en BTS, tanto a nivel de la membrana plasmática

como de la acrosómica. A pesar de que ambos diluyentes son considerados de refrigeración y

que ambos tienen como �nalidad básica preservar las características funcionales de las células, al

mismo tiempo que incrementar el volumen del eyaculado a �n de conseguir el número de dosis

requeridas, los resultados obtenidos a partir de ellos di�eren al analizar trabajos previos (Johnson

et al., 1988; Hofmo et al., 1998), donde se relata una mejor conservación seminal del MR-A, al

comprobar que los resultados de fertilidad y proli�cidad, a partir del cuarto día de almacena-

miento, son signi�cativamente superiores a los del BTS. Sin embargo, esta mayor capacidad de

conservación no ha de implicar una mejor respuesta al descenso térmico, ya que, como hemos

comentado, la inclusión de protectores especí�cos frente al frío en los diluyentes comerciales de

refrigeración no es tan habitual, dadas las temperaturas relativamente altas a las que se alma-

cenan las dosis seminales (15-20 ºC). No obstante, a pesar de ello, algunas de las sustancias que

habitualmente se incorporan con otros �nes, pueden colaborar en esta protección; en concreto,

la incorporación de azúcares, utilizada principalmente como fuente de energía y, en un segundo

plano, por su implicación en el control de la presión osmótica (Gadea, 2003), puede modi�car la

respuesta espermática al choque a frigore, y así, se ha determinado, por ejemplo, que las sustan-

cias con alto peso molecular, como la ra�nosa, la lactosa o la sucrosa, proporcionan una mayor

protección del acrosoma que monosacáridos como la glucosa o la fructosa (Pursel et al., 1972b),

o que la incorporación de trehalosa ejerce un papel importante como protector celular frente al

frío (Rudolph y Crowe, 1985).

El desconocimiento de la composición cuantitativa del MR-A, protegida por motivos comer-

ciales, nos di�culta la comparación de los resultados obtenidos en ambos diluyentes y la extracción

de conclusiones; no obstante, a partir de su composición cualitativa, que sí ha sido publicada

(Martín-Rillo, 1984), uno se percata de que, a pesar de que ambos diluyentes presentan muchas

características comunes (tabla 5.2), como la incorporación de glucosa a modo de sustrato ener-

gético, la utilización de citrato y bicarbonato sódico como sustancias tampón (si bien, el MR-A

incluye también para este �n el MOPS), y el uso de una fuente de potasio para mantener la

actividad de la bomba Na+/K+ , o de Etilen Diamino Tetracético (EDTA) como quelante de

iones Ca2+ , el MR-A incorpora además otros elementos, como la cisteína o la BSA (Albúmina

Sérica Bovina), que probablemente sean los que inclinen la balanza a su favor.

Se ha determinado que la presencia de grupos sulfhidrilo, tanto en la cisteína como en otros

compuestos, parece proporcionar una mayor estabilización a las membranas celulares, protegién-

dolas activamente de las ROS mediante la promoción de la síntesis intracelular del glutatión
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BTS MR-A

Glucosa 37 +
Citrato Sódico 6.0 +

EDTA 1,25 +
Bicarbonato Sódico 1,25 +
Cloruro Potásico 0,75 -

BSA - +
Cisteína - +

Acetato Potásico - +

Osmolaridad (mOsm/Kg) 330 290
pH 7,2 6,9

Tabla 5.2: Composición (g/l) de los diluyentes BTS y MR-A (Gadea, 2003).

(Meister y Tate, 1976), hecho que no sólo le va a proporcionar una mayor resistencia a la mem-

brana plasmática sobre la peroxidación lipídica característica del choque a frigore, sino que

también se ha relatado que interviene en la reducción de la aparición de la capacitación (Johnson

et al., 2000), por lo que contribuirá al mantenimiento de la integridad acrosómica al disminuir

la incidencia de la denominada criocapacitación. Estas características antioxidantes que posee la

cisteína, hace que haya sido empleada como protector espermático en numerosos estudios dando

muy buenos resultados, tanto para la protección del acrosoma y de la membrana plasmática,

como para el mantenimiento de la capacidad móvil de células criopreservadas y refrigeradas (Bi-

lodeau et al., 2000; Szczesniak-Fabianczyk et al., 2003; Funahashi y Sano, 2005; Uysal y Bucak,

2007; Bucak et al., 2008; Sariözkan et al., 2009).

A la BSA también se le han atribuido propiedades antioxidantes (Renard et al., 1995; Lewis

et al., 1997), mostrando incluso sobre semen criopreservado de carnero, valores de protección

frente a la lipoperoxidación similares a los de la cisteína (Uysal y Bucak, 2007), sin embargo, su

incorporación a los diluyentes seminales se estableció en 1990 con otra �nalidad, la de compen-

sar el �efecto dilución� que sufrían las proteínas plasmáticas (Weitze, 1990). Se ha determinado

que su utilización en los diluyentes favorece notablemente el mantenimiento de la movilidad es-

permática en muestras almacenadas en refrigeración (Waberski et al., 1989), además de ejercer

un cierto control sobre el incremento de la �uidez de la membrana y con ello, sobre el efecto

nocivo de lisofosfolípidos y ácidos grasos libres producido en el enfriamiento (Buhr, 1990). Esta

reducción de la �uidez de la membrana, aunque va a estar claramente limitada en el tiempo, va

a contribuir a la disminuición de la entrada de iones calcio al interior de la célula, restringien-

do también con ello, la aparición de fenómenos de capacitación espermática (Johnson et al., 2000).

En de�nitiva, el mayor control que ejerce la formulación del MR-A sobre aspectos como la

peroxidación lipídica o la estabilidad de las membranas celulares, dos puntos extremadamente

importantes en la resistencia espermática al choque por frío y al enfriamiento en general, va a

permitir a las células soportar mucho mejor los descensos de temperatura, y ello desde el mismo

momento de su dilución, por lo que es evidente la gran importancia que tiene la elección del

diluyente seminal en la elaboración de dosis con �nes productivos.
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5.4.3. In�uencia del tiempo de incubación previo sobre la congelabilidad es-

permática.

La criopreservación de semen porcino conlleva una considerable reducción de células viables

(Curry y Watson, 1994; Watson, 1995 y 2000; Bailey et al., 2008), siendo el enfriamiento una

de las etapas en las que ésta se hace más patente, con una clara reducción de la integridad de

la membrana plasmática y de la movilidad celular (Parks y Graham, 1992; Maxwell y Johnson,

1997b; Peláez, 2003). El incremento de la resistencia celular al descenso térmico que se origina

con la incubación de las muestras, ya re�ejado en nuestro estudio en experimentos previos, puede

ser empleado para tratar de reducir la pérdida mani�esta de viabilidad de las células espermáti-

cas descongeladas. En este sentido han sido publicados diversos trabajos, como el de Nath et al.

(1994), en el que al estudiar la in�uencia de la incubación de las muestras durante las 3 primeras

horas, tanto frente a un choque a frigore a 5 ºC, como frente a la congelación/descongelación,

observan que en ambos casos se incrementan de forma similar los promedios de motilidad e in-

tegridad acrosómica. Esta mejora de la calidad posdescongelado a partir de la disminución de

la susceptibilidad espermática al frío, es el fundamento en el que se basa la pausa esencial de

entre dos y cuatro horas que se realiza en los protocolos de criopreservación de semen porcino,

antes de proseguir con el descenso térmico por debajo de los 15 ºC (Watson, 1979; Pursel y Park,

1985). Teniendo en cuenta la importancia de esta pausa, así como la alta relación encontrada en

nuestro estudio entre la resistencia a la criopreservación y la resistencia al choque por frío, es

probable que se consiga mejorar la calidad del semen descongelado mediante la incubación del

material seminal por un periodo de tiempo más largo que el empleado habitualmente, ya que

podría permitir un mayor desarrollo de la criorresistencia de las membranas celulares.

En los dos primeros experimentos de nuestro trabajo pudimos comprobar cómo, durante las

primeras 5 horas de incubación, se produce un más que notable incremento progresivo de la

resistencia espermática frente a una caída brusca de temperatura, pero no se ha podido despejar

si la evolución de la adquisición de resistencia al frío continúa durante un periodo más prolonga-

do de tiempo en incubación. A este respecto, los resultados obtenidos en el tercer experimento

muestran un aumento constante de la resistencia de las dos membranas analizadas (acrosómica y

plasmática) durante las primeras 24 horas, coincidiendo con los resultados que fueron recogidos

por Tamuli y Watson (1992), que exponían que la adquisición de la resistencia al choque iba

más allá de estas 24 horas, si bien también constataron la aparición de procesos degenerativos

a nivel del acrosoma al �nal de este periodo de tiempo. La aparición de daños celulares como

consecuencia de la incubación a 15 ºC, es un nuevo dato a tener en cuenta, que va a resultar

un factor clave en la determinación del tiempo de espera óptimo, puesto que en nuestro caso

no sólo se evidenció a las 24 horas de incubación un leve descenso en el porcentaje de integri-

dad acrosómica, sino que también se detectó una disminución, pequeña pero signi�cativa, en el

de la membrana plasmática y otra, notablemente más acusada, en el de espermatozoides móviles.

En un estudio posterior, Tamuli y Watson (1994a) determinaron que aquellos cambios de-

generativos del acrosoma se van a iniciar a partir de las 16 horas de incubación, lo que podría
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limitar la prolongación del tiempo a esta cifra. En nuestro trabajo, en cuanto a la resistencia

de ambas membranas se re�ere, no se obtienen evidencias para apoyar esta limitación, ya que

el incremento en los porcentajes de integridad tras el choque de las 24 horas va a compensar

sobradamente la disminución que mani�estan las células por su incubación a 15 ºC. En cambio,

el porcentaje de espermatozoides móviles no va a responder de la misma forma, convirtiéndose

en el factor limitante de la prueba, dado el importante descenso que mani�estan sus promedios

de las 12 a las 24 horas, lo que nos va a sugerir la conveniencia de no prolongar la incubación

hasta este último tiempo.

Al igual que en el citado trabajo de Nath et al. (1994), que recogía el comportamiento de

las muestras incubadas durante 3 horas, en nuestro trabajo la respuesta a la criopreservación de

los espermatozoides incubados durante 24 horas resultó similar a la observada tras los diversos

choques realizados, obteniendo los promedios más elevados en la integridad de ambas membranas

a las 24 horas, mientras que el porcentaje de espermatozoides móviles alcanzó su punto máximo

en el tiempo inmediatamente anterior, a las 12 horas. Esta reducción de la capacidad móvil de

las células criopreservadas en el intervalo de 12 a 24 horas de incubación, también fue recogida

de forma similar por Eriksson et al. (2001), que observaron que si se incrementaba el tiempo de

10 a 20 horas, el porcentaje de espermatozoides móviles tras la descongelación caía signi�cativa-

mente; además, este trabajo coincide con nuestros resultados en el sentido de que el porcentaje

de vitalidad, tanto a las 20 como a las 10 horas, resulta superior que el de los espermatozoides

que habían sido mantenidos a 15 ºC únicamente 3 horas. La reducción del porcentaje de movi-

lidad que se mani�esta si la incubación se lleva más allá de las 20 horas podría ser la causante

de los resultados recogidos por Guthrie y Welch (2005), que a pesar de haber constatado una

mayor resistencia de las membranas, no recogieron variaciones en el porcentaje de preñez entre

las 3 y las 24 horas de incubación, produciéndose incluso, en este último tiempo, una reducción

signi�cativa en el tamaño de la camada.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, podemos concluir que el tiempo de incubación

óptimo para la criopreservación del semen porcino, va a estar comprendido en el intervalo que va

de las 12 a las 24 horas desde la extracción seminal; más concretamente, la estimación realizada

por Tamuli y Watson (1994a) sobre el momento de aparición de procesos degenerativos a nivel

del acrosoma y la obtención de mejores promedios de movilidad e integridad acrosómica a las 16

horas por parte de Kotzias-Bandeira et al. (1997), sugieren que el citado punto puede estar más

cerca de estas 16 horas que de las 12. No obstante, para lograr una determinación más exacta de

dicho tiempo, va a ser necesario efectuar un mayor número de pruebas, en las que se acoten más

los tiempos de referencia dentro de este intervalo. También sería interesante analizar la capacidad

fecundante de las muestras seminales descongeladas, mediante la realización de inseminaciones

arti�ciales o pruebas de FIV, para comprobar la incidencia que los diferentes tiempos ejercen

sobre los porcentajes de fecundidad y fertilidad, así como sobre la proli�cidad.
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5.4 Experimento 3: Estudio de la resistencia al choque a frigore.
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6. Conclusiones

Teniendo en cuenta el planteamiento y desarrollo experimental llevado a cabo en el presente

trabajo de investigación, y considerando los resultados obtenidos, podemos formular las siguientes

conclusiones:

Primera: La mayoría de las pruebas convencionales utilizadas de forma rutinaria en la valora-

ción del semen fresco tienen, individualmente consideradas, un valor limitado a la hora de

explicar la alta variabilidad en la resistencia de los eyaculados de verraco a la criopreserva-

ción. No obstante, la combinación matemática mediante la regresión lineal de los resultados

obtenidos, especialmente de la concentración seminal, el porcentaje de normalidad morfo-

lógica espermática y la integridad del plasmalema, incrementa su valor predictivo.

Segunda: El sometimiento de las muestras de semen fresco a diversas condiciones estresantes

(estrés osmótico, por calor y por frío) no proporciona una notable mejoría en la predic-

ción de la congelabilidad seminal respecto a las valoraciones convencionales; en cambio, la

incubación de las dosis seminales previa a la realización del choque a frigore, aparte de

aumentar la resistencia celular al mismo, incrementa la capacidad predictiva signi�cativa-

mente, convirtiendo a esta prueba en la más adecuada a la hora de estimar la aptitud de

los eyaculados para la criopreservación.

Tercera: El proceso de criopreservación modi�ca de forma considerable el patrón de movimiento

de los espermatozoides, caracterizándose por un incremento en la velocidad y linealidad de

las trayectorias trazadas. La presencia de promedios de velocidad más altos en el semen

recién descongelado (VCL, VSL y VAP) va a tener una mayor relevancia en la calidad

seminal que los patrones lineales de movimiento.

Cuarta: A partir del estudio de la cinética espermática pueden establecerse relaciones intere-

santes con la congelabilidad de los eyaculados, fundamentalmente a través de la respuesta

celular al choque a frigore. Dada la implicación de la modi�cación iónica intracelular y la

transitoriedad de ésta en la cinética de los espermatozoides que han sufrido un descenso

térmico, resultaría conveniente efectuar los análisis tras un periodo de tiempo en incubación

que permita el restablecimiento de las funciones celulares y, por ende, la aparición de pa-

trones de movimiento que puedan relacionarse de una forma más precisa con la resistencia

celular al enfriamiento.

Quinta: La agrupación de las células espermáticas en subpoblaciones cinéticas no aporta una

información más precisa en cuanto a la capacidad de predicción de la congelabilidad, que

la obtenida directamente de los parámetros cinéticos de los que procede.

Sexta: La adición de cafeína (1 mM) induce en todos los casos (semen fresco, termorresistencia,

choque a frigore y criopreservación) un cambio en la cinética espermática, presentando un

patrón de movimiento más lineal y regular respecto a los controles sin cafeína.

Séptima: El incremento de la resistencia espermática al enfriamiento que se origina al aumentar

el tiempo de estabilización a 15 ºC utilizado en los protocolos de congelación seminal, va a

proporcionar una mayor supervivencia celular a la criopreservación, si bien la disminución
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de calidad que mani�estan las muestras al ser mantenidas durante varias horas a dicha

temperatura desaconseja prolongar ese tiempo hasta las 24 horas.
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7. Resumen

La utilización de semen porcino criopreservado para la IA comercial podría reportar nume-

rosas ventajas, tales como el mayor control sanitario, la gran disponibilidad espacio/temporal,

la estabilidad frente a variaciones climáticas o la posibilidad de incorporar a las explotaciones

genética de alto valor con un coste más reducido, pero en la práctica su uso se ve muy restrin-

gido, principalmente por la sustancial reducción del rendimiento reproductivo que presenta con

respecto a las dosis seminales refrigeradas. Por este motivo, y dado que la realización de una

criopreservación óptima del semen ha sido considerada como un prerrequisito esencial para la

utilización de esta técnica de conservación a nivel comercial, los trabajos de investigación han

ido dirigidos a intentar perfeccionarla.

La amplia variabilidad en los resultados obtenidos con semen de verraco en cuanto a la super-

vivencia celular frente a procesos de enfriamiento y descongelación, dadas las notables diferencias

existentes no sólo entre razas sino también entre individuos, hace que sea necesario realizar una

selección de animales basada en la capacidad de criopreservación de su semen, y aunque se ha

apuntado una posible in�uencia genética en esta variabilidad posdescongelado, hasta el momento

no existen publicaciones que recojan modelos de selección genética basados en la congelabilidad

del semen; de hecho, únicamente se ha englobado a los diferentes animales estudiados en catego-

rías de buenos y malos congeladores con base en las características seminales posdescongelado, sin

haber conseguido extraer buenas relaciones entre éstas y otras que de�nan a los verracos de forma

previa a la congelación/descongelación del semen. Por otro lado, la existencia de variaciones tras

la descongelación entre eyaculados de un mismo verraco, hecho que parece responder a cambios

de las propiedades bioquímicas de los espermatozoides como consecuencia, entre otras causas,

de variaciones en la frecuencia de colección o de la época del año, hace que la determinación

de algún indicador de la capacidad de criopreservación de un eyaculado en sus características

seminales antes de congelar, resulte tanto o más interesante que la propia selección de animales.

En este sentido, el principal objetivo de este trabajo ha sido determinar la e�cacia de sencillas

pruebas de laboratorio en la predicción de la supervivencia espermática al proceso de criopreser-

vación, para lo cual fueron desarrollados dos experimentos en un intento de identi�car factores

relacionados con la variabilidad posdescongelado en 40 eyaculados procedentes de 8 verracos (5

congelaciones por verraco) de dos razas diferentes (Large White [20 congelaciones] y Landrace [20

congelaciones]). En el primero de ellos, se evaluaron pruebas que habitualmente se emplean en

las valoraciones seminales que se efectúan en los Centros de IA comerciales sobre el semen fresco,

tratando mediante ellas de relacionar la adaptación de las células a determinadas situaciones de

estrés (osmótico, por calor, o por frío) con la resistencia que mani�estan al proceso completo

de criopreservación. La capacidad de adaptación a un estrés osmótico fue valorada por medio

de pruebas de HOST (de 30 y 60 minutos de incubación) y de ORT (de 60 y 120 minutos de

incubación) con soluciones hiposmóticas ajustadas a 100mOsm/kg, la de adaptación a un estrés

por calor, mediante la incubación de las muestras seminales diluidas a 39 ºC durante 7 horas,

evaluando la integridad de las membranas plasmática y acrosómica, así como el porcentaje de

movilidad (con y sin cafeína) a la hora y media (T1,5), a las tres (T3), a las cuatro horas y media

(T4,5) y a las siete horas (T7); y �nalmente, en la resistencia espermática a un descenso brusco

de temperatura, se valoraron esos mismos parámetros tras someter las muestras a temperaturas
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de 0 ºC durante 5 minutos en diferentes momentos: a los 10 minutos de comenzar una incubación

a 20 ºC (S0), a la hora (S1), a las dos (S2), a las tres (S3) y a las cinco horas (S5).

Por su parte, en el segundo experimento se analiza si las características del movimiento de

los espermatozoides en semen fresco, y en cada uno de esos puntos de referencia establecidos

en el estrés por calor (termorresistencia) o por frío (choque por frío), muestran evidencias de la

capacidad de criopreservación de los eyaculados; para ello, se efectuó un estudio pormenorizado

de la cinética espermática a través del análisis individualizado de los parámetros que nos apor-

ta el sistema ISAS® de PROISER R+D y también de forma conjunta mediante el estudio de

subpoblaciones espermáticas, para lo cual utilizamos un procedimiento compuesto por un agru-

pamiento no jerárquico inicial mediante el método de las K-means, para posteriormente aplicar

el algoritmo de agrupamiento jerárquico aglomerativo de Ciampi et al. (2007).

La aproximación a la relación existente entre la congelabilidad de los eyaculados y las carac-

terísticas que éstos presentan en cada una de las pruebas realizadas, se ha efectuado analizando

la respuesta que a ellas han tenido los eyaculados clasi�cados en función de su capacidad de con-

gelación (buena, media o mala congelabilidad), así como por medio de coe�cientes de correlación

y análisis de regresión múltiple.

Dentro de la batería de pruebas que habitualmente se realizan de forma rutinaria a un eyacu-

lado, la concentración, la normalidad morfológica de las células y la integridad de la membrana

plasmática y la de la acrosómica fueron en este estudio las más relacionadas con la capacidad

de criopreservación, presentando coe�cientes de correlación de hasta r=0,677 en el caso de la

concentración del eyaculado. La utilización de este tipo de pruebas de rutina resultó muy in-

teresante, ya que consiguió explicar por medio del análisis de regresión múltiple un 55,6% de la

variabilidad posdescongelado a partir de las tres primeras variables de las cuatro citadas.

En cuanto al estrés osmótico, la respuesta al ORT resultó más determinante que la del HOST,

tanto por haber conseguido detectar de una forma más e�ciente una respuesta estadísticamente

diferente de los grupos de buenos, medios y malos congeladores, como por presentar una mayor

relación con los índices posdescongelación calculados, mostrando coe�cientes de correlación con

todos ellos en un rango que oscila de r=0,412 a r=0,557. Sin embargo, y a pesar de la importancia

de adaptación de la célula a las variaciones osmóticas del proceso de criopreservación, en la

supervivencia espermática al mismo, no pudimos determinar, a partir de estas pruebas, más de

un 21,6% de la variabilidad mostrada por las muestras seminales descongeladas.

Por su parte, la termorresistencia no parece ser una prueba recomendable para tratar de

estimar la congelabilidad de los eyaculados, puesto que a medida que avanza el tiempo de per-

manencia a 39 ºC, se ven disminuidos tanto los coe�cientes de correlación como el porcentaje de

variabilidad que es posible explicar por medio de la regresión múltiple (de un 25,8% en el T1,5 a

un 12,6% en el T7). En cambio, el sometimiento de las muestras seminales a un descenso brusco

de temperatura experimentó el efecto contrario, pues la incubación a 20 ºC, aparte de conferir

a las muestras una mayor resistencia al choque a frigore, permitía pasar de resultados no más

importantes que los del resto de pruebas a, posiblemente, los más interesantes, tanto respecto al

comportamiento de los grupos establecidos en función de su aptitud frente a la criopreservación,
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7. Resumen

como en cuanto a los coe�cientes de correlación obtenidos (llegando a valores de r=0,803) o a

los resultados recogidos con la regresión múltiple que, con la inclusión de un único parámetro en

los modelos establecidos, se incrementaron de un 29,5% en el S0, a un 58,3% en el S5.

En el segundo experimento se recoge en las muestras descongeladas un incremento con res-

pecto al semen fresco de prácticamente todos los parámetros cinéticos (excepto el WOB), ca-

racterizándose aquellos eyaculados con una mayor capacidad de criopreservación por velocidades

(VCL, VSL y VAP) signi�cativamente más elevadas. La capacidad de predicción de la congela-

bilidad que mostraron los parámetros cinéticos individualizados, tanto en semen fresco como en

los diferentes tiempos de incubación de la termorresistencia no fueron esencialmente superiores a

los obtenidos en el primer experimento con esas mismas muestras, si bien destaca la inclusión de

la BCF en todos los modelos de regresión establecidos, sugiriendo una posible relevancia de este

parámetro como indicador de la resistencia al proceso de congelación/descongelación. A partir

de las características cinéticas de las células después de sufrir un choque por frío se recogieron

coe�cientes de correlación de hasta 0,589, probablemente por la similitud existente entre el daño

celular provocado por este choque y el ocasionado por la criopreservación, si bien, al contrario

que en el primer experimento, a medida que transcurre la incubación todos los indicadores ana-

lizados en busca de relaciones con la congelabilidad van disminuyendo de forma considerable,

pasando de una explicación máxima de la variabilidad posdescongelado del 48,3% en el S1 a un

valor mínimo de 7,9% tras el S5.

La determinación de subpoblaciones se efectuó a partir de los valores de los parámetros

cinéticos de las muestras recién recogidas (T0), agrupando a los espermatozoides en tres subpo-

blaciones (SP1, SP2 y SP3) con características cinéticas diferenciadas, de modo que en la SP1 se

incluyeron las células que presentaban movimientos progresivos y una alta velocidad lineal, en la

SP2 las que describían trayectorias sinuosas y mostraban una velocidad circular elevada, mientras

que la SP3 englobaba espermatozoides con unos parámetros cinéticos degradados. El porcentaje

relativo de estas subpoblaciones varía tanto tras el proceso de criopreservación, incrementándose

la SP1 y disminuyendo la SP3, como con la termorresistencia, caracterizándose por un aumento

de la SP1 y una disminución de las otras dos, aunque la SP3 sufre un incremento considerable

en el T7, así como tras los choques por frío, con los que sufre un incremento espectacular la SP2

y un descenso la SP1 y la SP3. No obstante, a partir de la variación de estas subpoblaciones no

se obtuvo una mejor predicción de la congelabilidad que con los parámetros cinéticos analizados

de forma individual, ni en el T0, ni en la termorresistencia, ni mediante los choques por frío,

con explicaciones máximas de la variabilidad posdescongelado de un 7,8, un 10,3 y un 24,7%,

respectivamente, si bien se deduce a partir de las correlaciones calculadas, la importancia de un

determinado tipo de movimiento espermático, fundamentalmente tras el choque por frío, como se

evidencia en las correlaciones positivas con la congelabilidad de la SP2 y las negativas de la SP1.

Atendiendo a la importancia mostrada por el choque a frigore en cuanto a una posible

predicción de la congelabilidad de un eyaculado, se desarrolló un tercer experimento con el �n

de ahondar en algunos aspectos que pueden incidir en la resistencia espermática al enfriamiento,
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como el estado de maduración espermática, el plasma seminal (PS) y el diluyente comercial

empleado en la dilución de las muestras, además de determinar la in�uencia sobre la supervivencia

espermática a la criopreservación del incremento de la resistencia al frío generado al aumentar

el tiempo de incubación previo.

Para analizar la in�uencia de la presencia de gotas citoplasmáticas como indicadora de in-

madurez, se evaluó a lo largo de tres horas de incubación a 20 ºC la variación porcentual, con

respecto a los valores del eyaculado, que experimentaban los espermatozoides vivos clasi�cados

como morfológicamente normales, los que mantenían una gota citoplasmática distal o proximal

en su estructura y los de otras categorías morfológicas, concluyendo que la presencia de una

gota citoplasmática en la estructura de células eyaculadas puede ser considerada un indicador

de inmadurez, como consecuencia de la menor sensibilidad mostrada por éstas frente al choque

por frío, lo cual sería indicativo de que no han sufrido los procesos de maduración epididimaria

que incrementan la susceptibilidad al descenso térmico, que tienen lugar en las porciones distales

del cuerpo del epidídimo y, por tanto, tampoco los que acontecen en una zona posterior, con las

posibles repercusiones negativas que ello tendría sobre la fertilidad.

Por otra parte, para analizar la in�uencia del diluyente comercial empleado así como de la

presencia del PS, se dividió la fracción rica de los eyaculados empleados en seis porciones, tres

diluídas con BTS y las otras tres con MR-A, y en cada caso a una de las tres le fue retirado el

PS por centrifugación en un primer momento tras la eyaculación, a la segunda instantes antes

de realizar cada choque y la tercera permaneció en contacto con él durante toda la prueba,

concluyendo que tanto la composición del diluyente comercial empleado como la presencia del

PS en las muestras in�uyen de forma determinante en la resistencia celular; así, la utilización de

MR-A resultó mucho más adecuada que la de BTS para este �n, posiblemente por el contenido

en BSA y cisteína del primero, y también resultó conveniente la presencia de plasma seminal,

pues se obtuvieron mayores porcentajes de integridad de las membranas acrosómica y plasmática

a partir de la hora de incubación en las muestras que se mantuvieron en contacto con él, pero

mostrando una tendencia a empeorar si el PS continuaba durante la realización de los choques

a frigore.

Por último, al modi�car el protocolo de criopreservación aumentando el periodo de estabili-

zación a 15 ºC de 3 horas a 6, 12 y 24 horas, se observó un notable incremento en la resistencia

de las membranas plasmática y acrosómica, tanto al choque por frío como al proceso completo

de congelación/descongelación, a medida que aumentaban las horas de permanencia a la citada

temperatura, si bien no sería positivo llegar hasta las 24 horas, a tenor del marcado descenso en

la movilidad espermática observado en este punto, tanto tras el choque y tras la criopreservación,

así como por el mani�esto descenso en la calidad de las muestras seminales por el mero hecho

de mantenerlas en refrigeración durante tanto tiempo.

294



Capítulo 8

Summary

295





8. Summary

The application of frozen-thawed boar semen in commercial AI programs could provide nu-

merous advantages, such as a better health control, a much wider availability, better stability in

face of climatic variation, or the possibility of a signi�cant reduction of costs for those farms that

wish to incorporate into their livestock high quality genetics. Nevertheless, this prospect bears a

substantial limitation due to the poor output that this kind of preserved semen presents when

compared to doses of refrigerated semen. For this reason, and the fact that optimal cryopreser-

vation of sperm has been considered an essential prerequisite for its commercial use, the research

in this �eld has tried to improve substantially this technique.

Provided the remarkable di�erences not just between breeds, but also between single indivi-

duals there has been a great variability in the results obtained with boar semen in connection

with cellular survival in face of freezing and thawing processes. This makes necessary an animal

selection based on semen resistance to freezing. However, though genetic factors have been poin-

ted out in order to explain this variability in semen's resistance, there have not been published

any models for genetic selection based on semen freezing resistance. Actually, the boars have

only been classi�ed as good or bad freezers according to their post-thaw seminal quality, but has

not been able to �nd good relationships between post-thaw seminal characteristics and sperm

quality assessments before freezing. Besides, the existence of individual variability after thawing

in di�erent ejaculates of the same boar1 makes still more interesting the prospect of determining

an indicator of the semen's resistance before it has been frozen.

The main aim of this work has been to determine the e�ciency of straightforward laboratory

tests in order to predict sperm cryosurvival. Two di�erent sets of experiments have been developed

in a try to identify variables related to di�erences after thawing. These two experiments have

been tested with 40 ejaculates from 8 boars (5 frozen samples each) from two di�erent breeds;

Large White (20 ejaculates) and Landrance (20 ejaculates).

The �rst experiment tries to relate cell adaptation to certain stress situations (processes

of osmosis variation, by cold or heat) with the semen resistance to the whole cryopreservation

process. The potential of adaptation to osmotic stress was assessed by means of HOST tests

(30 and 60 minutes of incubation) and ORT tests (60 and 120 minutes of incubation). We used

hypo-osmotic solutions of 100 mOsm/kg. The test to heat-stress was carried out by incubating

the seminal samples in a water bath at 39 ºC for 7 hours, checking the integrity of plasma and

acrosomal membranes as well as the percentage of sperm motility (with and without ca�eine)

after one hour and a half (T1,5), three hours (T3), four hours and a half (T4,5), and seven hours

(T7). Finally, we measured the spermatozoa resistance to a sudden fall of temperature or �cold

shock�. These parameters have been evaluated after the samples were subjected to temperatures

of 0 ºC during 5 minutes at di�erent times: 10 minutes after the beginning of incubation at 20º

Celsius (S0), after one hour (S1), after two hours (S2), after three (S3), and after 5 hours (S5).

The second experiment analyses whether or not the features of the movement of spermatozoa

in fresh semen (recently ejaculated), and in those instants previously settled along the induced

processes of stress by heat (thermoresistance), or by cold (cold-shock) could show valuable date

1This is a fact, which apparently could be a consequence of changes in the biochemical properties of the
spermatozoa under the in�uence of frequency and season in which the sperm is collected.
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to estimate freezability of boar ejaculates. In order to set up the experiment with guarantees

of results we have studied in detail the sperm kinetics through the individual analysis of the

parameters a�orded by the ISAS system from PROISER R+D. Besides and together with this,

a research on sperm subpopulations was carried out using a procedure composed by a non hie-

rarchical initial grouping using the K-means method. Then, we applied to it the algorithm of

hierarchical gathering grouping by Ciampi et al. (2007).

The approach to the existing relation between samples' freezability and the qualities that

these samples present after each of the tests have been evaluated examining the response that

they had regarding freezability (good, moderate or poor freezability), as well as by correlation

coe�cients and multiple regression analyses.

In our comprehensive and routine scrutiny it has been proved that semen concentration,

morphological normality of its cells, and the integrity of the plasma and acrosomal membrane in

them were the most poignantly related features to cryopreservation capacity of the ejaculates.

Just regarding semen concentration of a ejaculated sample a ratio r=0,677 has been reached.

The use of these type of scrutiny has proved very interesting, because it could explain 55,6% of

the variability after semen's unfreezing with three of the four above mentioned variables.

In relation to osmotic stress, we must say that the response to ORT tests was more decisive

than to HOST's. The former set of tests showed more e�ciency when we tried to detect a statis-

tically di�erent response between the 3 groups of good, moderate or poor freezability. Moreover,

ORT tests a�orded a narrower approximation to the calculated post-thawing data showing a

range of correlation of rates with all of them that go from r=0'412 to r=0'557. Nevertheless

and despite the importance that cell adaptation have for the survival of spermatozoa when it is

subject to osmotic variations in the cryopreservation process, we were unable to establish with

the tests at hand more than 21,6% of the variability of the thawed samples.

In our view, thermoresistance tests have proved a non advisable approach in order to mea-

sure semen's freezability. The reason is that the rates of correlation as well as the variability

percentage that is possible to explain by means of multiple regression (25,8% at T1,5 and 12,6%

at T7) decrease at 39 ºC as time passes. On the other hand, when we subject the samples to a

sudden fall in temperature, we obtained the opposite e�ect. Incubation at 20º Celsius does not

just a�ord to the samples a greater resistance to a cold-shock, but it also permit us to obtain

the possibly more interesting results when compared to the rest of the tests. As a matter of fact,

this improved our results in the groups of samples classi�ed according to their freezability as

well as in the rates of correlation (reaching values of r=0,803), or the results obtained by multi-

ple regression that raised from a 29,5% to a 58,3% in the S5 after the introduction of a single

parameter examined from each of the cold-shocks as predictive variable in the established models.

In the second experiment we observed a rise of practically all kinetic parameters of the thawed

samples (except WOB) in relation to fresh semen. The former samples characterised by a better

resistance to cryopreservation by velocity parameters (VCL,VSL, VAP) signi�cantly higher. The

ability to predict freezabiltiy showed by the individualized kinetic parameters with fresh semen
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8. Summary

and in the di�erent times of heat resistance incubation were not essentially superior to those

obtained in the �rst experiment with the same sample. However, it must be emphasised the BCF

inclusion in all the established models of regression. It suggest the possible prominence of this

parameter as indicator of resistance to the freezing-thawing process.

We collected rates of correlation of up to 0,589 from the observation of the kinetic features

in cells after cold-shocks. Probably it was so, because of the existing similarity between cell's

damage by cold-shock and the one due to cryopreservation. Nevertheless, on the contrary of what

we obtained in the �rst experiment, as on the incubation progress, all the analysed indicators

connected with freezability decrease passing from the most thoroughly explanation of the varia-

bility of post-thawing sperm quality (48,3% at S1) to a minimum value (7,9% at S5).

The results on the subpopulations was done from those values of kinetic parameters that were

just collected (T0), grouping spermatozoa around three sets of subpopulations (SP1, SP2 and

SP3) that showed di�erentiated features. The set SP1 groups cells that presented progressive

movements and a high straight-line velocity. SP2 was formed by those that described winding

courses and show high curvilinear velocity. Finally SP3 include spermatozoa with degraded ki-

netic parameters. The relative percentage of these subpopulations varies after the process of

cryopreservation, producing and increase in SP1 and a decrease in SP3. This happens for ins-

tance with the resistance to heat, that was characterised by an increase in SP1 and a decrease

in the other two sets. However, the SP3 set bears a considerable increase at T7. The e�ect of

the cold-shocks is that the SP2 set raises dramatically while SP1 and SP3 sets descend. Unfor-

tunately the variability of these subpopulations did not help us to improve our predictions on

the freezability when we compare it with the individually analysed kinetic parameters. It did not

either help us to obtain better results at T0, neither with the test of thermoresistance, neither

in the cold-shocks. Here we got respectively a top of accuracy on the explanations on the post-

thawing variability of 7,8, 10,3 and 24,7%. Nevertheless, it can be inferred from the calculated

correlations the importance of certain type of spermatozoa movement, fundamentally after the

cold-shock, which is apparent in the positive correlations of SP2's freezability and the negative

correlations of SP1's freezability.

Provided the importance that the cold-shocks had for a possible improvement of our predic-

tions on semen's resistance to freezing, we carried out a third experiment with the intention of

deepening our knowledge on elements that may have an in�uence on sperm resistance to cold.

The elements that deserved an exam are sperm maturation, seminal plasma (PS) and commercial

extender, which is employed to dilute samples. The experiment helps us to determine as well how

the increase of cold resistance as a result of the previous incubation time (15 ºC) will in�uence

the spermatozoa survival to cryopreservation.

This research attempted also to analyse the value of cytoplasmic droplets as a reliable indica-

tor of sperm immaturity. We evaluated for a period of incubation of three hours the percentage

variation experienced by ejaculated samples of living and morphological normal spermatozoa,

those that kept a distal or proximal cytoplasmic droplet within their structure, and other morp-

hological categories of spermatozoa. After this exam we could conclude that the presence of
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cytoplasmic droplets in the structure of ejaculated cells can be considered an indicator of im-

maturity. This is inferred as a result of the diminished sensibility that these cells show under

a cold-shock, a plausible response in cells that have not completed the epididymal maturation

process. A process that increases susceptibility to thermic falls that take place in distal portions

of the corpus epididymis, but also and consequently in the rear area, with possible negative

consequences that will a�ect fertility.

When we proceed to evaluate the in�uence of the commercial extender utilised as well as the

presence of SP (seminal plasma), we divided the sperm-rich fraction of the ejaculated samples

in six portions; three diluted with BTS and the other three with MR-A. We removed the SP

of one of the three from each set by centrifugation. The �rst portion just after the ejaculation

was extracted, the second just before each shock, and the third kept in contact with it during

all the time of the test. We concluded that the extender composition utilised as much as the

presence of SP in the samples have a decisive in�uence on cells' resistance to cold. The use of

MR-A proved to be much more suitable than BTS to this end. This might be so because of the

ingredients of bovine serum albumin and cysteine that form part of the former. The presence of

seminal plasma was convenient given the results. We obtained higher percentages concerning the

integrity of acrosomal and plasma membranes once one hour of incubation has elapsed in those

samples that were in contact with it, while these proportion showed an opposite trend if the SP

that was not removed after the cold-shock tests.

Finally, when the procedure of cryopreservation was modi�ed by augmenting the stabilising

period to 15º Celsius from 3 hours to 6, 12 and 24, it was observed a remarkable increase in

the plasma and acrosomal membranes resistance to cold-shock as well as to the whole process of

freezing/thawing. This increase in resistance was relative to the increase of time (hours) under

the above mentioned temperature. Nevertheless, it was considered unpro�table to reach the 24

hours, given the pronounced fall in the spermatozoa motility that is observed at this stage, and

that takes place after the shock, the cryopreservation as well as for the lack of quality of the

samples when the period of refrigeration is too long.
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9. Anexos

* * * * * * H I E R A R C H I C A L  C L U S T E R   A N A L Y S I S * * * * * *

Dendrogram using Ward Method

Rescaled Distance Cluster Combine

C A S E    0         5        10        15        20        25
Label  Num  +---------+---------+---------+---------+---------+

3   òø
4   òú
7   òú
2   òôòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø
5   òú  ó
1   òú  ó
6   ò÷  ó
13   òø  ó
15   òôòø  ó
20   òú ó  ó
21   òú ó  ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø
29   ò÷ ùòòòø  ó  ó
12   òø ó  ó  ó  ó
22   òú ó  ó  ó  ó
16   òú ó  ó  ó  ó
28   òôò÷  ó  ó  ó
30   òú  ó  ó  ó
25   òú  ùòòòòòòòòòòòòòòòòò÷  ó
17   ò÷  ó  ó
9   òø  ó  ó
23   òú  ó  ó
14   òôòòòø ó  ó
18   òú  ó ó  ó
27   òú  ó ó  ó
11   ò÷  ùò÷  ó
31   òø  ó  ó
32   òú  ó  ó
19   òôòòò÷  ó
24   òú  ó
10   òú  ó
8   òú  ó
26   ò÷  ó
35   òûòø  ó
39   ò÷ ó  ó
37   òø ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷
38   òú ó
34   òú ó
33   òôò÷
40   òú
36   ò÷

.

Figura 9.1: Dendograma resultante de la vinculación de Ward donde se establece el número óptimo de
grupos en los que se dividen los eyaculados en función de su aptitud para la congelación.
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Historial de conglomeración

3 4 6,763 0 0 13
13 15 8,998 0 0 14
20 21 16,634 0 0 4
20 29 19,989 3 0 14
37 38 20,419 0 0 11
18 27 23,745 0 0 24
2 5 23,784 0 0 26

31 35 24,745 0 0 31
19 24 26,250 0 0 17
28 30 26,307 0 0 20
33 37 35,624 0 5 22
9 23 36,236 0 0 19
3 7 36,949 1 0 32

13 20 40,736 2 4 27
12 22 45,036 0 0 21
32 40 59,614 0 0 22
10 19 60,229 0 9 27
34 39 69,703 0 0 35
9 14 73,817 12 0 25

16 28 85,516 0 10 23
12 26 105,134 15 0 30
32 33 108,271 16 11 29
16 17 111,191 20 0 28
11 18 118,490 0 6 25
9 11 132,276 19 24 34
1 2 138,648 0 7 32

10 13 157,778 17 14 30
16 25 163,708 23 0 34
32 36 174,119 22 0 35
10 12 217,235 27 21 36
8 31 224,370 0 8 37
1 3 226,540 26 13 33
1 6 264,604 32 0 38
9 16 304,412 25 28 36

32 34 321,127 29 18 39
9 10 350,987 34 30 37
8 9 549,185 31 36 38
1 8 1038,622 33 37 39
1 32 1723,745 38 35 0

Etapa
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

Conglomerado
1

Conglomerado
2

Conglomerado que se combina

Coeficientes
Conglomerado

1
Conglomerado

2

Etapa en la que el conglomerado
aparece por primera vez

Próxima
etapa

.

Página 1

Tabla 9.1: Vinculación de Ward obtenida para establecer el número óptimo de grupos en los que se
dividen los eyaculados en función de su aptitud para la congelación.
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RESISTENCIA 
DE LA MEMB. 
PLASMÁTICA 

(S0) 

RESISTENCIA 
ACROSOMA 

(S0) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD 

(S0) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + 

CAF. (S0)  

RESISTENCIA DE 
LA MEMB. 

PLASMÁTICA (S0) 

Coef. Correl. 1 ,655 ,888 ,912 
Sig. (bilat.)  ,000 ,000 ,000 

RESISTENCIA 
ACROSOMA (S0) 

Coef. Correl. ,655 1 ,610 ,571 
Sig. (bilat.) ,000  ,000 ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD (S0) 

Coef. Correl. ,888 ,610 1 ,918 
Sig. (bilat.) ,000 ,000  ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + CAF. 

(S0) 

Coef. Correl. ,912 ,571 ,918 1 

Sig. (bilat.) ,000 ,000 ,000  

 
Tabla 9.4: Coe�cientes de correlación entre los parámetros analizados tras el S0.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

  
RESISTENCIA 
DE LA MEMB. 
PLASMÁTICA 

(S1) 

RESISTENCIA 
ACROSOMA 

(S1) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD 

(S1) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + 

CAF. (S1)  

RESISTENCIA DE 
LA MEMB. 

PLASMÁTICA (S1) 

Coef. Correl. 1 ,764 ,821 ,834 
Sig. (bilat.)  ,000 ,000 ,000 

RESISTENCIA 
ACROSOMA (S1) 

Coef. Correl. ,764 1 ,625 ,616 
Sig. (bilat.) ,000  ,000 ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD (S1) 

Coef. Correl. ,821 ,625 1 ,943 
Sig. (bilat.) ,000 ,000  ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + CAF. 

(S1) 

Coef. Correl. ,834 ,616 ,943 1 

Sig. (bilat.) ,000 ,000 ,000  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9.5: Coe�cientes de correlación entre los parámetros analizados tras el S1.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

  
RESISTENCIA 
DE LA MEMB. 
PLASMÁTICA 

(S2) 

RESISTENCIA 
ACROSOMA 

(S2) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD 

(S2) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + 

CAF. (S2)  

RESISTENCIA DE 
LA MEMB. 

PLASMÁTICA (S2) 

Coef. Correl. 1 ,852 ,813 ,848 
Sig. (bilat.)  ,000 ,000 ,000 

RESISTENCIA 
ACROSOMA (S2) 

Coef. Correl. ,852 1 ,682 ,738 
Sig. (bilat.) ,000  ,000 ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD (S2) 

Coef. Correl. ,813 ,682 1 ,883 
Sig. (bilat.) ,000 ,000  ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + CAF. 

(S2) 

Coef. Correl. ,848 ,738 ,883 1 

Sig. (bilat.) ,000 ,000 ,000  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9.6: Coe�cientes de correlación entre los parámetros analizados tras el S2.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).
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RESISTENCIA 
DE LA MEMB. 
PLASMÁTICA 

(S3) 

RESISTENCIA 
ACROSOMA 

(S3) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD 

(S3) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + 

CAF. (S3)  

RESISTENCIA DE 
LA MEMB. 

PLASMÁTICA (S3) 

Coef. Correl. 1 ,883 ,825 ,829 
Sig. (bilat.)  ,000 ,000 ,000 

RESISTENCIA 
ACROSOMA (S3) 

Coef. Correl. ,883 1 ,705 ,760 
Sig. (bilat.) ,000  ,000 ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD (S3) 

Coef. Correl. ,825 ,705 1 ,880 
Sig. (bilat.) ,000 ,000  ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + CAF. 

(S3) 

Coef. Correl. ,829 ,760 ,880 1 

Sig. (bilat.) ,000 ,000 ,000  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9.7: Coe�cientes de correlación entre los parámetros analizados tras el S3.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).

 

  
RESISTENCIA 
DE LA MEMB. 
PLASMÁTICA 

(S5) 

RESISTENCIA 
ACROSOMA 

(S5) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD 

(S5) 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + 

CAF. (S5)  

RESISTENCIA DE 
LA MEMB. 

PLASMÁTICA (S5) 

Coef. Correl. 1 ,874 ,822 ,806 
Sig. (bilat.)  ,000 ,000 ,000 

RESISTENCIA 
ACROSOMA (S5) 

Coef. Correl. ,874 1 ,702 ,707 
Sig. (bilat.) ,000  ,000 ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD (S5) 

Coef. Correl. ,822 ,702 1 ,862 
Sig. (bilat.) ,000 ,000  ,000 

RESISTENCIA 
MOVILIDAD + CAF. 

(S5) 

Coef. Correl. ,806 ,707 ,862 1 

Sig. (bilat.) ,000 ,000 ,000  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9.8: Coe�cientes de correlación entre los parámetros analizados tras el S5.
Los coe�cientes subrayados y en negrita presentan signi�cación estadística (p<0,05).
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SIN CAFEÍNA CON CAFEÍNA 
LD LW LD LW 

 
 
 Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VCL (µm/s) 55,26 37,18 51,64* 32,81 47,91 34,61 50,62* 31,14 
VSL (µm/s) 32,54 28,63 30,95 25,42 32,32 28,60 33,96* 26,11 
VAP (µm/s) 45,33 34,17 42,75* 31,04 41,08 32,36 43,34* 29,77 

LIN (%) 54,87 24,37 55,66 24,64 62,65 25,03 62,60 24,31 
STR (%) 68,73 23,02 69,86 22,30 74,73 21,95 75,12 21,15 
WOB (%) 77,75 15,59 77,28 16,89 81,49 15,82 81,13 15,96 
ALH (µm) 1,87 1,05 1,72* 0,85 1,57 0,95 1,63* 0,82 

 
 

T0 
 
 
 
 

BCF (Hz) 6,44 2,97 6,66* 2,86 6,23 2,80 6,66* 2,79 
VCL (µm/s) 56,27 32,07 55,16 29,71 55,12 32,80 60,49* 29,48 
VSL (µm/s) 39,71 26,73 38,47 24,34 40,12 28,75 43,42* 26,15 
VAP (µm/s) 48,66 30,17 47,67 27,96 48,15 31,33 53,34* 28,41 

LIN (%) 68,05 21,78 68,03 22,07 68,87 22,56 69,71 22,25 
STR (%) 79,83 18,91 80,00 18,82 80,54 18,80 79,73 19,45 
WOB (%) 83,72 13,13 83,47 13,84 83,72 14,11 85,83* 12,55 
ALH (µm) 1,79 0,89 1,73 0,81 1,70 0,84 1,81* 0,82 

 
 

T1,5 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,28 2,76 7,55* 2,87 6,96 2,76 7,25* 2,70 
VCL (µm/s) 53,52 30,25 53,66 31,99 56,73 33,59 61,30* 31,46 
VSL (µm/s) 38,66 26,39 37,57 25,70 41,53 29,12 43,39* 26,29 
VAP (µm/s) 45,78 28,39 46,02 28,99 49,55 31,31 53,99* 29,17 

LIN (%) 68,94 21,21 68,69 21,45 70,40 20,93 70,09 22,17 
STR (%) 81,75 17,98 80,99 18,56 81,57 17,91 79,93 19,97 
WOB (%) 82,74 13,40 83,41* 13,33 84,94 12,72 86,31* 12,04 
ALH (µm) 1,78 0,88 1,74* 0,97 1,79 0,95 1,85* 0,91 

 
 

T3 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,35 2,91 7,33 2,79 6,98 2,59 7,20* 2,69 
VCL (µm/s) 55,64 31,68 44,53* 27,68 60,92 34,87 69,81* 34,68 
VSL (µm/s) 41,23 28,07 32,25* 22,95 45,14 30,73 49,49* 28,38 
VAP (µm/s) 48,10 29,50 37,72* 24,93 53,07 32,47 61,09* 31,09 

LIN (%) 70,98 20,42 69,75 21,62 71,45 20,02 71,49 21,47 
STR (%) 83,23 17,10 83,01 17,41 82,87 16,71 81,42 19,72 
WOB (%) 83,93 12,76 82,20* 14,33 84,98 12,52 86,69* 11,16 
ALH (µm) 1,80 0,90 1,52* 0,85 1,91 0,98 2,09* 1,10 

 
 

T4,5 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,52 2,86 7,14* 2,77 7,13 2,64 7,11 2,76 
VCL (µm/s) 37,58 26,68 32,61* 25,26 53,36 32,35 65,21* 35,56 
VSL (µm/s) 26,08 22,81 22,48* 20,42 40,46 29,65 47,42* 28,91 
VAP (µm/s) 30,54 24,33 26,37* 22,59 46,54 30,75 57,48* 32,35 

LIN (%) 63,14 23,73 64,84 23,43 72,55 21,60 73,36 20,97 
STR (%) 79,91 18,57 81,59 17,27 84,10 17,43 83,32 18,78 
WOB (%) 76,48 17,19 77,08 17,57 84,62 13,68 86,96* 11,36 
ALH (µm) 1,38 0,78 1,21* 0,74 1,65 0,82 1,88* 1,00 

 
 

T7 
 
 
 
 

BCF (Hz) 6,95 3,03 6,50* 2,85 7,38 2,73 7,33 2,72 
VCL (µm/s) 95,42 41,51 91,51* 43,77 110,37 39,76 103,70* 38,84 
VSL (µm/s) 71,01 38,83 66,80* 40,62 88,70 39,86 84,82* 38,10 
VAP (µm/s) 78,03 38,56 73,76* 40,44 95,91 38,04 90,97* 36,81 

LIN (%) 70,79 21,23 67,80* 22,54 78,26 19,52 79,08* 19,40 
STR (%) 87,83 16,13 86,12* 17,35 90,29 14,87 90,54 14,70 
WOB (%) 79,10 15,54 76,82* 16,21 85,52 13,07 86,07* 12,88 
ALH (µm) 2,90 1,36 2,89 1,45 2,80 1,25 2,68* 1,21 

  

 
 

Descong. 
 
 
 
 

BCF (Hz) 8,72 3,58 8,20* 3,24 9,15 3,78 8,89* 3,48 
 
 

Tabla 9.9: Valores medios de los parámetros cinéticos, en presencia y en ausencia de cafeína, en el T0,
en el descongelado y durante la prueba de la termorresistencia.
La presencia de * revela diferencias signi�cativas (p<0,05) entre razas.
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9. Anexos

 

SIN CAFEÍNA CON CAFEÍNA 
LD LW LD LW 

 
 
 Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

VCL (µm/s) 55,26 37,18 51,64* 32,81 47,91 34,61 50,62* 31,14 
VSL (µm/s) 32,54 28,63 30,95 25,42 32,32 28,60 33,96* 26,11 
VAP (µm/s) 45,33 34,17 42,75* 31,04 41,08 32,36 43,34* 29,77 

LIN (%) 54,87 24,37 55,66 24,64 62,65 25,03 62,60 24,31 
STR (%) 68,73 23,02 69,86 22,30 74,73 21,95 75,12 21,15 
WOB (%) 77,75 15,59 77,28 16,89 81,49 15,82 81,13 15,96 
ALH (µm) 1,87 1,05 1,72* 0,85 1,57 0,95 1,63* 0,82 

 
 

T0 
 
 
 
 

BCF (Hz) 6,44 2,97 6,66* 2,86 6,23 2,80 6,66* 2,79 
VCL (µm/s) 79,04 42,24 85,32 44,96 103,83 44,23 95,17* 45,06 
VSL (µm/s) 44,18 28,19 43,53 28,60 61,01 36,48 54,70* 34,01 
VAP (µm/s) 56,17 30,33 55,76 30,36 81,07 36,39 71,48* 34,30 

LIN (%) 55,98 20,11 52,04* 19,60 60,01 23,75 58,57 24,67 
STR (%) 77,32 19,61 76,32 17,55 75,39 24,22 75,62 24,28 
WOB (%) 71,08 13,97 66,38* 14,55 78,62 13,48 75,92* 14,02 
ALH (µm) 2,98 1,70 3,55* 2,12 3,31 1,77 3,40 1,82 

 
 

S0 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,55 3,25 6,94 3,23 6,98 3,78 7,05 3,47 
VCL (µm/s) 104,45 37,66 104,52 42,35 107,90 39,42 111,36 41,31 
VSL (µm/s) 53,20 25,81 49,13* 25,03 62,86 31,41 66,22 33,00 
VAP (µm/s) 68,38 24,97 64,57 26,02 78,45 29,20 81,17 30,80 

LIN (%) 52,12 19,06 48,09* 18,53 59,00 21,57 60,11 22,84 
STR (%) 76,80 19,55 74,96* 19,51 78,79 21,12 79,36 21,48 
WOB (%) 66,81 13,01 63,19* 13,99 73,69 13,41 74,20 14,65 
ALH (µm) 4,29 1,80 4,36 1,99 3,84 1,75 3,99 1,91 

 
 

S1 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,40 3,20 7,08 3,03 7,65 3,63 7,19* 3,56 
VCL (µm/s) 101,93 37,17 108,13* 42,46 113,43 41,77 104,37* 44,24 
VSL (µm/s) 53,02 24,07 49,24* 24,60 64,89 31,78 61,29* 30,80 
VAP (µm/s) 67,54 24,40 67,57 25,59 81,10 30,51 74,12* 31,37 

LIN (%) 53,91 19,30 47,63* 20,46 57,97 20,43 60,05* 20,96 
STR (%) 78,24 18,78 72,40* 21,63 78,69 20,39 81,45* 18,13 
WOB (%) 67,91 13,46 64,68* 15,28 72,51 12,87 72,39 15,04 
ALH (µm) 4,15 1,80 4,50* 2,11 4,08 1,84 3,88* 2,05 

 
 

S2 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,39 3,12 6,86* 3,03 7,67 3,51 7,48 3,52 
VCL (µm/s) 101,44 38,64 105,15* 43,35 107,35 39,38 109,78 46,26 
VSL (µm/s) 52,61 26,34 48, 76 25,20 63,38 30,84 62,66 32,34 
VAP (µm/s) 66,97 25,92 65,52 26,45 77,71 29,30 77,63 32,31 

LIN (%) 53,20 19,29 48,90* 20,00 59,46 20,47 58,55 21,77 
STR (%) 77,14 18,38 73,75* 19,23 80,11 20,01 79,35 20,36 
WOB (%) 67,83 14,11 65,08* 15,84 73,08 13,26 72,55 14,95 
ALH (µm) 4,10 1,84 4,35* 2,20 3,88 1,72 4,01 2,12 

 
 

S3 
 
 
 
 

BCF (Hz) 7,46 2,97 6,59* 2,97 7,98 3,35 7,13* 3,45 
VCL (µm/s) 96,02 39,83 103,64* 45,80 92,74 46,23 99,77* 44,64 
VSL (µm/s) 47,97 26,44 46,38 24,80 55,47 33,05 56,13 28,35 
VAP (µm/s) 63,20 27,02 63,20 26,70 67,50 33,83 70,40* 29,10 

LIN (%) 51,72 20,46 47,80* 20,84 60,09 20,95 58,65 21,24 
STR (%) 74,96 20,36 72,97* 19,92 79,81 19,27 78,79 20,05 
WOB (%) 67,77 15,05 64,10* 16,21 74,00 14,36 73,13 14,25 
ALH (µm) 3,91 1,86 4,34* 2,22 3,42 1,91 3,73* 2,05 

  

 
 

S5 
 
 
 
 

BCF (Hz) 6,94 3,08 6,68 3,17 7,52 3,37 7,55 3,26 
 

Tabla 9.10: Valores medios de los parámetros cinéticos para cada raza, tanto en presencia como en
ausencia de cafeína, en el T0 y durante la prueba del choque �a frigore�.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre razas.
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SIN CAFEÍNA 
VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) LIN (%) 

  Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. 
G2552 47,25ª 33,60 28,96a 26,27 38,82ª 31,93 54,86abc 24,72 
G5223 49,75ab 30,83 31,19ab 24,95 41,53ab 29,89 57,59c 25,54 
G6328 60,52c 34,94 35,34b 25,77 50,94d 32,62 56,72bc 23,01 
T475 48,99ab 30,82 28,36ª 24,48 39,70ab 28,80 53,41ab 24,90 
L437 59,86c 44,67 34,12b 34,09 48,13cd 40,71 51,60ª 24,20 

R3846 49,22ab 31,74 29,03ª 25,69 40,56ab 29,58 54,39abc 23,88 
R4052 57,82c 36,54 35,01b 27,11 48,30cd 33,49 58,02c 23,61 

T0   

R5487 54,84bc 35,12 32,28ab 27,50 44,82bc 32,56 55,07abc 25,28 
G2552 54,16ª 29,44 37,48ª 22,88 46,99a 27,57 67,77ab 20,90 
G5223 49,60ª 31,02 34,91ª 26,87 42,54ª 29,91 64,95ª 25,60 
G6328 65,51ª 28,43 43,54b 23,96 56,02b 26,80 66,18ª 21,27 
T475 49,63ª 27,05 37,02ª 22,80 43,68ª 25,59 73,19c 19,58 
L437 53,28ª 34,87 37,23ª 28,76 45,88ª 32,19 66,07ª 21,79 

R3846 51,08b 31,63 37,84ª 26,57 44,92ª 30,29 70,98bc 19,60 
R4052 63,29b 29,18 43,88b 25,31 54,15b 27,50 68,41ab 21,42 

T1,5   

R5487 54,15ª 31,35 38,10ª 25,69 47,25ª 30,32 67,04ª 24,04 
G2552 46,56b 26,96 33,63bc 22,68 40,60bc 25,13 69,93bcd 20,86 
G5223 44,40b 26,92 31,68b 25,02 37,76b 26,39 66,14ª 24,71 
G6328 65,58d 37,19 42,42e 27,23 55,69e 32,19 66,49ab 20,67 
T475 54,85c 28,98 41,31d 25,27 47,49d 26,80 73,09d 18,27 
L437 62,14d 32,98 45,49e 29,60 54,14e 31,61 69,67abcd 20,86 

R3846 38,53ª 24,57 28,62ª 22,83 32,85ª 23,52 68,52abc 21,78 
R4052 55,02c 28,09 39,93d 24,30 46,50d 25,64 70,51cd 21,03 

T3   

R5487 53,63c 28,79 37,53cd 24,61 45,43cd 26,87 67,32abc 21,22 
G2552 42,96b 26,14 32,23b 22,45 36,84b 23,61 71,47bc 21,50 
G5223 40,65ab 24,96 29,58b 21,60 34,77b 23,33 69,61ab 22,91 
G6328 35,98ª 23,89 24,01ª 17,58 29,22ª 20,85 65,84ª 21,10 
T475 56,57d 30,27 41,58d 25,21 48,27d 26,94 71,68bc 20,45 
L437 57,14d 30,95 42,67d 27,58 49,53d 29,03 71,33bc 19,62 

R3846 45,58bc 28,37 32,23bc 22,94 38,21bc 25,20 68,49ab 19,60 
R4052 67,86e 33,28 52,15e 31,43 59,87e 31,40 74,06c 20,36 

T4,5   

R5487 49,02c 28,42 35,23c 24,03 41,93c 26,33 69,30ab 21,56 
G2552 30,31ª 20,75 21,09abc 18,34 24,20ª 19,10 65,92b 25,88 
G5223 29,54ª 18,80 20,39ab 16,47 23,41ª 17,02 64,96b 25,99 
G6328 35,60ab 30,28 24,02bc 23,10 28,93ba 26,78 63,11b 20,91 
T475 32,32ab 24,15 22,96abc 20,45 26,60ba 21,67 66,72b 22,85 
L437 37,99bc 26,56 27,12cd 24,29 31,32bc 25,44 63,26b 24,31 

R3846 29,89ª 25,06 17,19ª 17,51 22,28ª 20,79 52,01ª 24,11 
R4052 33,27ab 24,01 23,50bc 21,62 26,99ba 22,25 63,22b 23,95 

T7   

R5487 44,22c 27,75 31,82d 23,63 36,78c 25,22 68,55b 21,15 
G2552 73,27ª 41,80 52,55ª 37,47 58,07ª 37,83 64,18ab 24,60 
G5223 98,91de 43,91 81,50c 43,58 86,62d 42,78 76,34e 22,19 
G6328 81,95b 39,64 56,03ª 34,88 63,24ª 35,81 63,78ª 21,21 
T475 103,69e 43,21 71,89b 39,42 80,89bcd 38,60 66,25ab 20,98 
L437 90,86c 41,96 69,63b 39,40 74,28b 39,10 71,43cd 21,52 

R3846 96,72cde 42,35 71,56b 38,80 78,61bc 38,51 70,45cd 20,45 
R4052 96,53cde 40,42 68,70b 38,17 76,43bc 37,86 67,81bc 21,08 

PR
U

EB
A

 

Descongel.   

R5487 96,01cd 41,60 74,11b 39,09 81,88cd 38,78 74,10de 21,38 
 
 Tabla 9.11: Valores medios de los parámetros VCL, VSL, VAP y LIN para cada verraco, en ausencia

de cafeína, en el T0, en el descongelado y durante la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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9. Anexos

 

SIN CAFEÍNA 
STR (%) WOB (%) ALH (µm) BCF (Hz) 

 Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. 
G2552 70,57abc 21,69 75,09a 18,08 1,59ª 0,83 6,53b 2,93 
G5223 72,10c 21,88 77,29ab 18,50 1,64ª 0,80 6,38ab 2,89 
G6328 69,07abc 22,24 80,49d 13,79 1,91cd 0,90 7,19c 2,99 
T475 67,84ab 23,00 76,06ab 16,40 1,73ab 0,85 6,56b 2,62 
L437 66,84ª 23,01 75,05ª 15,63 2,06d 1,23 5,89ª 2,76 

R3846 68,03ab 22,64 77,96bcd 15,30 1,66ª 0,85 6,82bc 2,98 
R4052 70,95cd 22,35 80,04cd 14,77 1,95cd 1,08 6,42b 2,91 

T0   

R5487 68,87abc 23,81 77,63abc 16,22 1,84bc 0,99 6,53b 3,10 
G2552 79,47ab 18,03 83,96bc 13,10 1,72b 0,83 7,15ab 2,74 
G5223 78,78ª 19,87 79,86ª 18,45 1,54ª 0,80 6,85ª 2,92 
G6328 77,89ª 20,29 83,85bc 10,90 2,04c 0,80 8,14d 2,86 
T475 84,02c 16,10 85,91c 11,74 1,56ª 0,69 7,91cd 2,78 
L437 78,07ª 19,45 83,11b 12,88 1,73b 0,96 6,72ª 2,61 

R3846 82,50bc 16,64 84,84bc 12,10 1,61ab 0,77 7,57bc 2,76 
R4052 80,20ab 18,90 83,94bc 12,07 2,03c 0,89 7,47bc 2,69 

T1,5   

R5487 78,76ª 20,10 83,01b 15,79 1,65ab 0,80 7,38b 2,98 
G2552 81,21abc 18,02 84,81c 12,96 1,51ª 0,75 6,90ª 2,53 
G5223 79,69ab 19,71 80,48ª 17,37 1,46ª 0,71 6,99ª 2,92 
G6328 78,35ª 20,04 83,99bc 10,54 2,11d 1,20 7,59bc 2,78 
T475 85,57d 14,54 84,46bc 11,33 1,79b 0,88 7,77c 2,78 
L437 81,32abc 18,28 84,33bc 12,56 1,99cd 0,90 7,14ab 2,72 

R3846 82,26bc 17,97 81,38ª 14,17 1,36ª 0,65 7,37abc 2,94 
R4052 83,66cd 17,83 82,63abc 12,93 1,85bc 0,89 7,68c 3,01 

T3   

R5487 80,39ab 17,71 82,17ab 13,89 1,79b 0,90 7,30abc 2,98 
G2552 83,87ª 17,39 83,41b 13,74 1,48ab 0,83 6,65ª 2,61 
G5223 81,91ª 18,03 82,68b 15,69 1,41ª 0,75 6,65ª 2,72 
G6328 81,79ª 17,08 78,89ª 14,36 1,34ª 0,76 7,42bc 2,80 
T475 84,36ª 16,99 83,41b 12,96 1,82c 0,93 7,81c 2,76 
L437 83,41ª 16,23 84,15bc 12,60 1,87c 0,91 7,23b 2,74 

R3846 82,43ª 16,31 81,77b 12,58 1,60b 0,87 7,67bc 3,04 
R4052 84,76ª 17,80 86,21c 11,06 2,05d 0,91 7,57bc 2,65 

T4,5   

R5487 82,00a 17,77 83,00b 14,41 1,60b 0,84 7,63bc 3,04 
G2552 81,95b 18,89 77,11b 19,56 1,15ª 0,69 6,26ª 2,80 
G5223 81,67b 18,05 76,25b 20,42 1,14ª 0,58 6,31ª 2,79 
G6328 80,93b 16,28 76,37b 15,41 1,30ab 0,87 6,69ab 2,89 
T475 82,33b 16,85 78,98b 16,38 1,16ª 0,66 6,56ab 2,88 
L437 80,26b 18,76 76,27b 18,57 1,39bc 0,74 6,75ab 2,83 

R3846 71,38ª 20,08 69,67ª 17,90 1,26ab 0,87 6,58ab 3,15 
R4052 80,65b 18,15 75,85b 17,43 1,25ab 0,68 6,80ab 2,96 

T7   

R5487 83,45b 16,65 80,41b 14,77 1,53c 0,81 7,33b 3,07 
G2552 83,54ª 19,44 73,95ab 17,98 2,49ª 1,32 7,98ab 3,05 
G5223 89,48c 16,06 83,41e 15,42 2,63ab 1,21 8,62cd 3,30 
G6328 85,41ab 17,49 73,25ª 15,77 2,76bc 1,32 8,53bcd 3,26 
T475 85,30ab 16,72 76,09bc 14,60 3,45e 1,64 7,67ª 3,17 
L437 89,50c 16,00 77,91cd 15,63 2,72abc 1,21 9,88e 3,84 

R3846 87,88bc 15,40 78,80d 15,29 2,92cd 1,46 8,79d 3,52 
R4052 86,94bc 16,31 76,61cd 15,72 3,10d 1,37 8,53bcd 3,39 

PR
U

EB
A

 

Descongel.   

R5487 87,73bc 16,56 83,04e 14,72 2,76bc 1,33 8,09abc 3,49 
 

Tabla 9.12: Valores medios de los parámetros STR, WOB, ALH y BCF para cada verraco, en ausencia
de cafeína, en el T0, en el descongelado y durante la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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CON CAFEÍNA 
VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) LIN (%) 

 Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. 
G2552 52,51cd 35,61 35,16cd 27,65 45,72cd 33,67 62,99ab 23,74 
G5223 49,73bc 32,09 34,40bcd 28,75 42,43bc 31,44 61,74ab 26,15 
G6328 50,06bc 26,60 32,99bc 21,57 42,88bc 24,85 64,29ª 22,39 
T475 50,76bc 31,28 33,72bcd 26,63 43,06bc 29,89 61,43ab 24,71 
L437 50,54bc 39,74 35,40cd 33,77 44,03c 37,98 63,96ab 25,23 

R3846 38,83ª 28,47 25,86ª 23,90 32,92ª 26,88 60,62ab 24,55 
R4052 57,10d 37,79 38,33d 29,21 49,65d 34,11 65,18b 23,96 

T0   

R5487 45,72b 29,88 30,33ab 26,18 38,39b 28,25 61,19ab 26,02 
G2552 59,26c 31,59 41,17bc 25,45 52,14c 29,68 68,33ab 22,33 
G5223 52,56b 27,75 38,97b 26,21 46,24b 27,79 69,30ab 24,17 
G6328 68,56d 28,88 46,47e 25,82 59,98d 27,59 66,73ª 22,00 
T475 59,77c 27,46 45,93de 26,41 53,37c 27,05 74,39c 19,98 
L437 59,23c 38,00 45,27cde 33,96 53,28c 36,92 71,57bc 22,47 

R3846 43,88ª 28,57 32,82ª 26,73 38,51ª 28,30 68,10ab 23,31 
R4052 61,25c 32,65 41,99bcd 26,57 52,79c 30,01 67,42ª 21,82 

T1,5   

R5487 54,01b 29,92 40,14b 27,83 46,84b 29,17 69,29ab 22,73 
G2552 54,19b 31,67 40,34b 27,51 48,40b 30,19 71,55b 21,55 
G5223 48,38ª 26,84 35,01ª 23,78 41,90ª 26,04 68,67b 23,82 
G6328 75,76d 29,74 47,63c 24,14 65,65d 26,37 64,47ª 22,49 
T475 63,44c 30,17 48,97c 27,28 57,06c 28,43 76,15c 18,97 
L437 63,40c 37,57 46,62c 33,82 56,08c 35,61 69,55b 20,88 

R3846 44,15ª 28,45 33,66ª 25,09 39,11ª 27,21 72,21b 20,79 
R4052 66,74c 31,42 47,22c 27,16 57,31c 28,62 69,71b 19,91 

T3   

R5487 45,75ª 28,46 34,28ª 25,62 39,96ª 27,31 70,68b 22,53 
G2552 64,99b 34,82 48,24b 30,12 57,17b 31,36 73,19c 20,06 
G5223 51,50ª 28,33 37,32ª 24,94 44,52ª 26,66 69,65b 22,62 
G6328 90,08d 34,68 55,79c 28,47 78,09d 30,23 64,67ª 23,80 
T475 70,58c 29,01 54,82c 25,82 62,61c 26,41 77,75d 17,04 
L437 69,77bc 37,20 51,50bc 33,12 60,92bc 34,73 71,18bc 19,06 

R3846 49,24ª 30,96 36,91ª 27,63 42,39ª 28,82 71,00bc 20,49 
R4052 70,17bc 33,74 51,99bc 31,00 61,31bc 31,58 72,30bc 20,19 

T4,5   

R5487 52,41ª 31,28 38,56ª 26,83 45,87ª 29,30 71,26bc 20,41 
G2552 53,83cd 32,16 42,70b 28,58 47,89c 29,92 76,94de 18,82 
G5223 40,34ª 24,46 31,41ª 23,01 35,43ª 23,58 74,12cde 22,64 
G6328 84,26f 35,10 54,61c 28,41 73,10e 31,24 66,68ª 22,36 
T475 65,73e 31,45 51,57c 28,64 59,00d 29,92 77,85e 17,86 
L437 55,76cd 34,23 43,27b 32,42 49,80c 33,35 73,04bcd 21,95 

R3846 47,37b 28,34 34,77ª 23,30 40,63ab 25,58 72,61bc 20,26 
R4052 58,47d 33,48 43,25b 31,78 50,20c 32,32 69,65ab 22,69 

T7   

R5487 51,29bc 31,99 40,46b 29,50 45,34bc 30,32 75,48cde 20,92 
G2552 100,58ª 41,30 83,78ab 39,47 88,92ab 38,81 80,18cd 18,72 
G5223 104,95ab 37,53 89,64cd 38,84 94,88cd 37,08 82,49d 19,20 
G6328 99,73ª 38,31 78,32ª 35,79 84,85ª 34,85 76,18ab 19,39 
T475 109,45bc 37,95 88,78bcd 37,88 96,05cd 36,12 78,58bc 19,56 
L437 111,45cd 40,92 92,98d 41,71 98,33d 40,22 80,89cd 18,32 

R3846 108,46bc 41,53 88,10bcd 40,87 94,76cd 39,53 78,31bc 19,71 
R4052 116,68d 37,09 90,08cd 38,38 98,56d 35,66 75,52ª 20,22 

PR
U

EB
A

 

Descongel.   

R5487 104,36ab 39,09 85,07bc 39,01 92,55bc 37,43 79,74c 18,82 
 

Tabla 9.13: Valores medios de los parámetros VCL, VSL, VAP y LIN para cada verraco, en presencia
de cafeína, en el T0, en el descongelado y durante la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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9. Anexos

 

CON CAFEÍNA 
STR (%) WOB (%) ALH (µm) BCF (Hz) 

 Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. Media 
Desv. 

típ. 
G2552 75,07ª 20,88 82,00bc 15,90 1,63b 0,91 6,15b 2,73 
G5223 75,12ª 21,25 79,13ª 18,42 1,62b 0,83 6,12b 2,74 
G6328 75,78ª 20,82 83,32cd 12,81 1,63b 0,72 7,48d 2,66 
T475 74,47ª 21,59 80,19ab 16,10 1,66b 0,83 6,68c 2,81 
L437 75,87ª 21,45 81,71abc 16,22 1,60b 1,01 5,57ª 2,70 

R3846 73,77ª 21,32 79,92ab 16,42 1,30ª 0,75 6,68c 2,94 
R4052 75,35ª 22,20 84,85d 12,81 1,82c 1,09 6,21b 2,72 

T0   

R5487 74,16a 22,63 79,69ab 16,92 1,56b 0,85 6,35bc 2,72 
G2552 78,19ab 19,93 85,88bcd 12,51 1,83de 0,93 6,82ab 2,80 
G5223 80,50bcd 19,35 83,74ab 15,88 1,56b 0,70 6,87b 2,74 
G6328 76,23ª 20,53 86,07cd 10,68 2,04f 0,84 7,51cd 2,51 
T475 84,12e 16,91 87,28d 10,96 1,75cd 0,69 7,67d 2,67 
L437 81,97de 18,24 85,54bcd 13,90 1,72cd 0,86 6,42ª 2,71 

R3846 80,48bcd 18,88 82,60ª 15,21 1,38ª 0,66 6,96b 2,80 
R4052 78,73abc 19,48 84,19abc 12,21 1,93ef 0,93 7,16bc 2,56 

T1,5   

R5487 81,64cde 18,20 82,87ª 15,20 1,67bc 0,76 7,11bc 2,92 
G2552 81,02bc 18,76 86,77cd 12,04 1,64b 0,83 6,79abc 2,62 
G5223 80,79bc 18,93 82,83ª 16,45 1,53ab 0,73 6,76ab 2,60 
G6328 73,72ª 22,72 86,55c 8,82 2,29e 0,98 7,61e 2,77 
T475 84,94cd 16,82 88,75d 9,46 1,83c 0,86 7,51e 2,62 
L437 79,89b 18,85 85,86c 11,30 1,98d 1,00 6,49ª 2,51 

R3846 83,30d 16,53 85,15bc 13,65 1,39ª 0,71 7,22cde 2,64 
R4052 81,18bc 17,97 84,85abc 11,04 2,15e 0,99 7,24de 2,46 

T3   

R5487 82,56bcd 17,76 83,66ab 15,48 1,44ª 0,76 6,96bcd 2,74 
G2552 82,91b 17,61 87,11cd 11,05 2,04bc 1,17 6,76ª 2,55 
G5223 81,34b 18,56 83,80ab 15,05 1,63ª 0,84 6,96ab 2,75 
G6328 73,61ª 24,34 86,94cd 8,66 2,64d 1,19 6,99ab 3,03 
T475 87,37c 14,78 88,42d 8,91 2,00b 0,90 7,71c 2,60 
L437 82,26b 16,37 85,43bc 11,62 2,19c 1,05 6,91ab 2,70 

R3846 83,59b 16,21 83,41ª 13,35 1,64ª 0,87 7,10ab 2,70 
R4052 83,17b 17,54 85,91c 11,50 2,09bc 0,94 7,34bc 2,50 

T4,5   

R5487 82,35b 16,64 85,14abc 13,61 1,64a 0,91 7,19ab 2,63 
G2552 87,14d 14,43 87,10cd 12,29 1,59b 0,87 6,90ª 2,60 
G5223 85,19bcd 17,85 84,95abc 15,43 1,31ª 0,67 6,95ª 2,49 
G6328 76,33ª 22,28 86,47bcd 9,06 2,43d 1,10 7,17ab 2,81 
T475 87,37d 15,35 88,49d 10,15 1,77c 0,82 8,06d 2,67 
L437 83,28bc 18,03 86,12bc 13,78 1,65bc 0,79 7,01ab 2,71 

R3846 84,77bcd 16,50 84,23ab 12,43 1,56b 0,83 7,72cd 2,74 
R4052 82,32b 18,23 82,69ª 14,78 1,81c 0,82 7,47bc 2,69 

T7   

R5487 86,26cd 16,59 86,00bc 13,19 1,54b 0,81 7,26abc 2,75 
G2552 91,28bc 13,57 86,60bc 12,62 2,54ab 1,16 9,06bcd 3,42 
G5223 91,73bc 15,06 88,68d 12,09 2,46ª 1,02 9,30cd 3,74 
G6328 89,71ab 14,66 83,60ª 13,26 2,79d 1,29 9,01bcd 3,30 
T475 89,90ab 15,18 86,21bc 12,83 2,84d 1,25 8,28ª 3,42 
L437 92,42c 12,55 86,44bc 12,91 2,68bcd 1,17 9,93e 3,81 

R3846 90,25ab 14,47 85,48b 13,62 2,72cd 1,26 8,81bc 3,74 
R4052 89,20ª 16,10 83,43ª 13,36 3,15e 1,31 9,39d 3,72 

PR
U

EB
A

 

Descongel.   

R5487 90,28ab 14,99 87,42cd 11,82 2,57abc 1,14 8,75ab 3,80 
 

Tabla 9.14: Valores medios de los parámetros STR, WOB, ALH y BCF para cada verraco, en presencia
de cafeína, en el T0, en el descongelado y durante la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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SIN CAFEÍNA 
VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) LIN (%)   

  
  Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. 

  G2552 47,25ª 33,60 28,96a 26,27 38,82ª 31,93 54,86abc 24,72 
  G5223 49,75ab 30,83 31,19ab 24,95 41,53ab 29,89 57,59c 25,54 
  G6328 60,52c 34,94 35,34b 25,77 50,94d 32,62 56,72bc 23,01 
  T475 48,99ab 30,82 28,36ª 24,48 39,70ab 28,80 53,41ab 24,90 
  L437 59,86c 44,67 34,12b 34,09 48,13cd 40,71 51,60ª 24,20 
  R3846 49,22ab 31,74 29,03ª 25,69 40,56ab 29,58 54,39abc 23,88 
  R4052 57,82c 36,54 35,01b 27,11 48,30cd 33,49 58,02c 23,61 

  
  
  

T0  
  
  
  

  R5487 54,84bc 35,12 32,28ab 27,50 44,82bc 32,56 55,07abc 25,28 
  G2552 86,97ª 45,04 44,61a 28,15 56,54ª 29,92 54,76abc 19,09 
  G5223 68,96ª 43,12 40,32ª 30,12 47,76ª 31,51 55,90abc 20,63 
  G6328 85,28ª 40,77 44,35ª 24,68 56,85ª 27,18 53,55abc 16,34 
  T475 94,56ª 45,42 44,80ª 29,43 59,91ª 30,46 48,24ab 19,82 
  L437 86,99ª 48,62 47,25ª 33,10 61,45ª 35,13 54,86abc 20,60 
  R3846 76,62ª 35,06 46,64ª 26,19 57,95ª 27,56 60,72c 19,30 
  R4052 76,30ª 41,95 30,26ª 21,16 49,48ª 31,07 40,09ª 18,86 

  
  
  

 S0 
  
  
  

  R5487 79,26a 44,30 45,54ª 28,78 55,74ª 30,40 57,50abc 19,01 
  G2552 78,17ª 49,91 35,77ª 25,06 53,76ª 33,81 46,73ab 19,09 
  G5223 96,79b 41,31 49,31b 25,50 64,33abc 27,69 52,45ab 19,31 
  G6328 107,11bc 40,98 51,74b 26,33 64,74abc 25,50 48,02ab 18,36 
  T475 117,01c 38,09 49,36b 21,51 67,81bc 21,34 43,99ª 16,93 
  L437 104,33bc 42,83 55,42b 33,61 73,00c 31,31 54,51b 24,18 
  R3846 104,16bc 34,67 52,79b 23,23 67,86bc 22,07 51,87ab 17,93 
  R4052 93,95ab 34,49 44,50ab 23,80 59,03ac 22,66 47,72ab 18,44 

  
  
  

 S1 
  
  
  

  R5487 107,49bc 39,93 55,58b 26,92 70,70bc 26,51 53,19b 19,34 
  G2552 75,07ª 38,91 40,85ª 24,94 51,74ª 25,88 56,11b 21,83 
  G5223 99,17bc 42,27 53,31b 26,86 66,10b 26,91 54,87b 19,49 
  G6328 113,13cd 41,24 48,22ab 22,91 64,48b 22,72 42,93ª 17,28 
  T475 120,88d 38,04 49,34ab 23,77 78,27c 23,84 44,12ª 22,12 
  L437 100,03bc 40,57 47,43ab 25,55 68,67b 29,06 49,30ab 19,78 
  R3846 95,07b 37,83 49,66ab 22,96 63,35b 24,40 54,35b 19,86 
  R4052 104,76bc 32,68 53,61b 25,36 66,72b 23,57 51,68b 17,88 

  
  
  

S2  
  
  
  

  R5487 105,60bc 37,47 55,75b 23,76 70,54bc 23,74 55,12b 19,33 
  G2552 74,95ª 39,90 43,70a 24,89 56,69ª 29,53 61,14d 21,02 
  G5223 91,25b 44,64 50,89abc 28,50 64,03abc 29,55 57,31cd 20,89 
  G6328 119,31d 39,23 48,93ab 24,01 67,46ab 23,60 41,85ª 17,71 
  T475 105,36c 40,37 48,02ab 23,62 66,65bc 26,15 48,22ab 17,26 
  L437 103,30bc 35,59 58,27c 26,28 72,68c 24,74 57,87cd 20,68 
  R3846 101,33bc 34,56 47,40ab 21,55 63,34bc 20,48 48,18ab 17,95 
  R4052 109,15cd 38,55 54,16bc 26,64 67,38bc 25,11 51,37bc 19,08 

  
  
  

 S3 
  
  
  

  R5487 97,26bc 41,07 54,27bc 28,49 68,18bc 29,23 56,61cd 19,20 
  G2552 76,80ª 40,33 40,55a 22,44 53,03ª 25,74 56,28c 20,98 
  G5223 84,69ª 42,48 49,86bc 28,15 60,14ab 29,78 59,82c 19,90 
  G6328 121,14c 41,85 44,98ab 22,03 65,59bc 24,38 38,53ª 16,76 
  T475 107,96b 44,72 46,61ab 25,11 66,65bc 25,59 45,30b 19,69 
  L437 99,33b 40,69 55,44c 31,06 71,67c 29,94 58,01c 22,23 
  R3846 101,11b 37,22 45,27ab 23,04 62,50b 23,25 46,32b 19,89 
  R4052 106,63b 36,89 49,86bc 23,93 64,58bc 23,07 48,04b 17,66 

  
PR

U
EB

A
 

  
  
  

S5  
  
  
  

  R5487 85,54ª 40,68 46,90ab 28,43 60,83ab 30,27 56,05c 20,62 
 
 

Tabla 9.15: Valores medios de los parámetros VCL, VSL, VAP y LIN para cada verraco, en ausencia
de cafeína, en el T0 y durante la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.

366



9. Anexos

 
 

SIN CAFEÍNA 
STR (%) WOB (%) ALH (µm) BCF (Hz) 

  
  Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. Media Desv. típ.

  G2552 70,57abc 21,69 75,09a 18,08 1,59ª 0,83 6,53b 2,93 
  G5223 72,10c 21,88 77,29ab 18,50 1,64ª 0,80 6,38ab 2,89 
  G6328 69,07abc 22,24 80,49d 13,79 1,91cd 0,90 7,19c 2,99 
  T475 67,84ab 23,00 76,06ab 16,40 1,73ab 0,85 6,56b 2,62 
  L437 66,84ª 23,01 75,05ª 15,63 2,06d 1,23 5,89ª 2,76 
  R3846 68,03ab 22,64 77,96bcd 15,30 1,66ª 0,85 6,82bc 2,98 
  R4052 70,95cd 22,35 80,04cd 14,77 1,95cd 1,08 6,42b 2,91 

  
  
  

 T0 
  
  
  

  R5487 68,87abc 23,81 77,63abc 16,22 1,84bc 0,99 6,53b 3,10 
  G2552 79,48b 16,27 67,82ab 15,56 3,37ab 1,84 7,68ab 2,81 
  G5223 80,17b 16,62 67,67ab 15,66 2,73ª 1,98 6,88ab 2,85 
  G6328 78,32b 17,09 67,48ab 10,35 3,48ab 1,73 7,83ab 3,98 
  T475 72,21ab 18,13 64,72ª 14,79 4,13b 2,26 6,43ª 3,26 
  L437 75,88b 21,31 70,51ab 12,48 3,16ab 1,81 7,80ab 3,52 
  R3846 79,53b 18,77 75,19b 13,10 2,84ª 1,42 8,57b 3,26 
  R4052 63,72ª 23,30 62,51ª 14,40 3,14ab 1,69 7,48ab 3,21 

  
  
  

 S0 
  
  
  

  R5487 79,66b 17,47 71,10ab 13,77 2,97ab 1,82 7,00ab 3,09 
  G2552 68,06ª 19,92 67,43cd 14,26 2,94ª 1,78 7,63ª 3,13 
  G5223 76,37ab 18,43 67,39cd 13,91 4,02b 1,84 7,45ª 2,94 
  G6328 76,84ab 19,35 61,06ab 12,99 4,48bc 1,94 6,94ª 3,16 
  T475 72,95ab 20,31 60,42ª 14,15 4,97c 2,00 6,73ª 2,90 
  L437 75,00ab 25,57 70,67d 12,99 3,90b 2,05 7,58ª 3,60 
  R3846 76,83ab 18,44 66,65abcd 12,63 4,35bc 1,73 7,46ª 3,13 
  R4052 73,99ab 22,18 63,50abc 11,60 3,98b 1,64 7,76ª 3,10 

  
  
  

 S1 
  
  
  

  R5487 77,75b 18,86 67,30bcd 13,55 4,37bc 1,86 7,22ª 3,24 
  G2552 76,98bc 20,16 70,88c 15,78 2,84ª 1,64 7,34ª 2,79 
  G5223 78,36c 17,62 68,64bc 13,87 3,96b 1,95 7,52ª 2,85 
  G6328 72,20abc 20,24 58,42ª 14,09 4,96c 2,14 6,49ª 3,14 
  T475 65,36ª 25,23 67,19bc 15,25 4,94c 1,96 6,55ª 3,00 
  L437 70,74ab 23,13 68,93bc 11,82 3,99b 1,61 7,19ª 2,94 
  R3846 78,31bc 19,58 68,63bc 13,89 3,83b 1,86 7,52ª 3,11 
  R4052 78,79c 17,83 64,45b 12,77 4,41bc 1,51 7,58ª 2,83 

  
  
  

S2  
  
  
  

  R5487 78,94c 17,84 68,71bc 13,45 4,27bc 1,87 7,25ª 3,25 
  G2552 77,69bc 19,65 77,85d 16,11 2,59ª 1,66 7,47bc 2,89 
  G5223 77,97bc 19,72 72,23c 14,87 3,56b 2,06 7,18bc 3,35 
  G6328 70,98ª 19,22 57,88ª 13,59 5,17e 2,13 6,07ª 2,79 
  T475 72,88ab 17,78 65,71b 14,18 4,37cd 1,98 6,57ab 2,73 
  L437 79,55c 19,32 71,60c 13,78 3,94bcd 1,70 7,62c 3,25 
  R3846 73,52abc 18,73 64,43b 13,06 4,32cd 1,78 7,39bc 2,78 
  R4052 78,87bc 16,93 63,90b 14,68 4,51de 1,92 6,93abc 3,13 

  
  
  

 S3 
  
  
  

  R5487 78,21bc 18,45 71,42c 13,47 3,77bc 1,79 7,76c 2,92 
  G2552 76,70bc 18,71 71,78c 15,19 3,16ª 1,84 6,83abc 2,88 
  G5223 81,50c 17,61 72,19c 13,82 3,24ª 1,86 7,75c 3,19 
  G6328 68,24ª 18,75 55,76ª 14,65 5,33c 2,09 6,04ª 3,09 
  T475 69,10ª 21,21 64,98b 15,15 4,50b 2,17 6,37ab 3,07 
  L437 77,60c 22,92 73,37c 12,95 3,65ª 1,77 7,18bc 3,60 
  R3846 71,00ab 20,80 64,22b 15,55 4,33b 1,90 6,50ab 2,84 
  R4052 75,92bc 18,76 62,07b 13,23 4,56b 1,78 7,00abc 2,79 

    

  
  
  

S5  
  
  
  

  R5487 76,47bc 20,00 72,19c 14,37 3,31a 1,69 7,15bc 3,25 

Tabla 9.16: Valores medios de los parámetros STR, WOB, ALH y BCF para cada verraco, en ausencia
de cafeína, en el T0 y durante la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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CON CAFEÍNA 
VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) LIN (%)  

 
Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. 

 G2552 52,51cd 35,61 35,16cd 27,65 45,72cd 33,67 62,99ab 23,74 
 G5223 49,73bc 32,09 34,40bcd 28,75 42,43bc 31,44 61,74ab 26,15 
 G6328 50,06bc 26,60 32,99bc 21,57 42,88bc 24,85 64,29ª 22,39 
 T475 50,76bc 31,28 33,72bcd 26,63 43,06bc 29,89 61,43ab 24,71 
 L437 50,54bc 39,74 35,40cd 33,77 44,03c 37,98 63,96ab 25,23 
 R3846 38,83ª 28,47 25,86ª 23,90 32,92ª 26,88 60,62ab 24,55 
 R4052 57,10d 37,79 38,33d 29,21 49,65d 34,11 65,18b 23,96 

T0 

 R5487 45,72b 29,88 30,33ab 26,18 38,39b 28,25 61,19ab 26,02 
 G2552 85,89ª 38,76 52,49ab 28,99 64,98ab 29,25 62,50b 20,98 
 G5223 94,53ª 43,39 59,33b 36,48 73,98ab 36,07 62,31b 24,62 
 G6328 85,32ª 47,89 38,15ª 29,05 58,99ª 33,72 47,04ª 25,40 
 T475 104,19ª 46,73 57,53b 32,21 76,57ab 32,26 57,99ab 24,00 
 L437 96,06ª 44,84 52,02ab 34,59 76,25ab 39,33 55,50ab 24,10 
 R3846 97,70ª 44,64 58,20b 36,26 82,01b 37,56 60,90b 24,93 
 R4052 105,94ª 36,81 55,61ab 26,69 77,96ab 29,05 55,95ab 23,71 

S0 

 R5487 107,85ª 45,26 65,42b 38,52 82,24b 36,93 61,39b 22,97 
 G2552 116,23bc 42,03 46,19ª 26,04 79,65ab 28,27 43,49ª 24,95 
 G5223 103,21ab 33,12 67,60bc 29,85 81,31ab 26,34 66,21b 21,99 
 G6328 115,53abc 46,08 66,45bc 34,89 79,13ab 33,74 57,76b 21,47 
 T475 115,39abc 43,35 70,26c 34,58 83,98b 33,19 60,12b 22,12 
 L437 104,10ab 40,26 56,98ab 31,61 79,24ab 29,20 57,81b 27,21 
 R3846 99,32ª 39,39 56,79ab 28,77 71,57ª 28,18 58,55b 20,85 
 R4052 125,74c 38,33 72,95c 33,82 88,67b 29,39 58,06b 19,53 

S1 

 R5487 110,98abc 37,76 66,32bc 31,69 81,14ab 28,86 59,83b 21,38 
 G2552 84,24ª 47,52 44,95ª 28,28 60,80ª 33,27 58,48abc 25,95 
 G5223 101,00b 41,39 64,86bc 34,09 77,62bc 33,37 64,98c 22,55 
 G6328 104,91b 44,98 56,68b 28,05 69,07ab 29,79 54,71ª 18,78 
 T475 110,46b 43,53 67,00bc 29,75 79,74bc 29,53 62,47bc 19,56 
 L437 114,36b 40,69 65,87bc 33,92 82,63c 29,61 59,84abc 23,91 
 R3846 112,37b 44,12 62,41bc 31,25 79,26bc 31,27 56,86ab 19,73 
 R4052 114,07b 39,86 68,12c 30,63 81,22c 29,45 59,91abc 18,06 

S2 

 R5487 113,74b 41,22 64,97bc 32,31 82,08c 30,61 57,61ab 21,36 
 G2552 82,88ª 42,01 42,28ª 22,93 60,22ª 27,53 57,28abc 24,61 
 G5223 102,15b 37,98 66,65b 31,86 78,94b 31,52 66,04d 21,93 
 G6328 122,76d 49,01 63,08b 33,12 81,72b 33,34 51,98ª 20,12 
 T475 109,51bc 46,16 65,09b 32,16 76,69b 31,34 60,11bcd 19,89 
 L437 111,13bcd 37,73 62,40b 26,84 81,82b 26,04 59,36bc 22,56 
 R3846 108,23bc 41,58 60,38b 32,83 76,95b 31,15 55,36ab 20,66 
 R4052 116,34cd 34,73 66,59b 28,42 80,68b 26,08 57,80abc 17,83 

S3 

 R5487 101,74b 39,61 63,76b 31,28 76,01b 30,05 62,79cd 20,72 
 G2552 76,22ª 48,31 42,11ª 27,03 56,37ª 31,12 60,28bc 22,96 
 G5223 91,30bc 38,02 60,62cd 27,53 70,42bcd 27,94 67,67d 19,61 
 G6328 114,99e 44,47 57,38abc 28,26 75,94cd 28,53 51,12ª 19,31 
 T475 93,36bcd 41,01 55,97abc 28,08 67,53bc 27,83 61,64bc 20,82 
 L437 104,42de 50,39 64,03d 34,60 76,84d 34,57 63,12cd 21,69 
 R3846 94,52bcd 40,80 51,42b 24,86 65,15ab 26,32 56,49ab 20,19 
 R4052 100,45cd 44,15 60,60cd 33,20 70,81bcd 33,10 60,00bc 19,55 

 
PR

U
EB

A
  

S5 

 R5487 86,49ab 47,67 53,41bc 35,24 65,39ab 36,46 61,15bc 21,59 

Tabla 9.17: Valores medios de los parámetros VCL, VSL, VAP y LIN para cada verraco, en presencia
de cafeína, en el T0 y durante la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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9. Anexos

 

CON CAFEÍNA 
STR (%) WOB (%) ALH (µm) BCF (Hz) 

  
  Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. Media 

Desv. 
típ. 

  G2552 75,07ª 20,88 82,00bc 15,90 1,63b 0,91 6,15b 2,73 
  G5223 75,12ª 21,25 79,13ª 18,42 1,62b 0,83 6,12b 2,74 
  G6328 75,78ª 20,82 83,32cd 12,81 1,63b 0,72 7,48d 2,66 
  T475 74,47ª 21,59 80,19ab 16,10 1,66b 0,83 6,68c 2,81 
  L437 75,87ª 21,45 81,71abc 16,22 1,60b 1,01 5,57ª 2,70 
  R3846 73,77ª 21,32 79,92ab 16,42 1,30ª 0,75 6,68c 2,94 
  R4052 75,35ª 22,20 84,85d 12,81 1,82c 1,09 6,21b 2,72 

  
  
  

 T0 
  
  
  

  R5487 74,16a 22,63 79,69ab 16,92 1,56b 0,85 6,35bc 2,72 
  G2552 80,18b 19,61 76,58ª 12,04 3,03ab 1,34 7,25b 3,46 
  G5223 78,58b 22,81 77,71ab 14,83 3,23ab 1,67 7,59b 3,38 
  G6328 64,96ª 26,48 70,75ª 15,22 3,05ab 1,86 5,24ª 3,52 
  T475 75,47ab 25,29 75,86ª 12,31 3,93b 2,04 7,16ab 3,32 
  L437 70,50ab 26,30 77,89ab 13,14 3,00ab 1,38 7,86b 3,58 
  R3846 72,01ab 26,50 83,73b 10,28 2,90ª 1,48 7,59b 3,50 
  R4052 73,91ab 24,41 74,51ª 14,25 3,84b 1,71 6,63ab 4,11 

  
  
  

 S0 
  
  
  

  R5487 78,37b 22,22 77,17ab 14,10 3,45ab 1,93 6,59ab 3,82 
  G2552 60,44ª 27,88 70,11ª 12,26 4,65c 1,78 6,07ª 3,58 
  G5223 81,87c 20,13 79,60c 12,47 3,51ª 1,61 7,40ab 3,70 
  G6328 81,03bc 19,21 69,76ª 15,31 4,37bc 2,06 6,80ab 3,44 
  T475 79,78bc 21,04 73,86ab 14,94 3,94abc 1,99 7,73b 3,42 
  L437 72,92b 28,18 77,56bc 13,22 3,42ª 1,74 7,19ab 3,99 
  R3846 78,54bc 20,48 73,63ab 13,78 3,62ab 1,80 7,80b 3,35 
  R4052 80,78bc 20,32 70,89ª 12,01 4,42c 1,85 7,60b 4,33 

  
  
  

 S1 
  
  
  

  R5487 79,69bc 19,99 73,64ab 13,34 3,95abc 1,65 7,63b 3,58 
  G2552 75,35ª 22,73 74,89bc 18,32 3,08ª 2,03 6,54ª 3,64 
  G5223 82,71b 20,19 76,92c 13,94 3,42ab 1,70 7,47ab 3,57 
  G6328 80,27ab 16,47 66,98ª 14,49 4,26c 2,15 7,41ab 3,48 
  T475 83,07b 16,84 74,34bc 13,98 3,98bc 2,08 7,75ab 3,47 
  L437 78,04ab 21,98 74,69bc 16,12 3,54ab 1,94 7,63ab 3,96 
  R3846 78,16ab 20,27 71,81b 12,61 4,08bc 1,95 7,77ab 3,50 
  R4052 82,50b 18,02 71,80b 10,95 4,25c 1,72 8,02b 3,69 

  
  
  

S2  
  
  
  

  R5487 77,41ab 21,09 73,02bc 13,35 4,08bc 1,79 7,46ab 3,38 
  G2552 72,91ª 23,16 76,74d 15,62 3,00a 1,87 7,37ab 3,17 
  G5223 83,56d 18,96 77,58d 14,53 3,44ab 1,62 7,89b 3,31 
  G6328 75,75ab 20,96 67,83ª 14,16 4,60d 2,35 6,39ª 3,30 
  T475 82,18cd 18,44 72,18bc 14,13 4,18cd 2,07 7,27ab 3,71 
  L437 77,06abc 22,18 75,34cd 12,95 3,89bc 1,69 7,99b 3,67 
  R3846 76,41abc 21,93 71,68abc 13,47 4,00bc 1,86 7,75b 3,34 
  R4052 81,52bcd 17,60 70,12ab 12,46 4,40cd 1,68 7,80b 3,27 

  
  
  

 S3 
  
  
  

  R5487 82,15cd 19,20 75,01cd 13,24 3,54ab 1,58 8,20b 3,34 
  G2552 75,13ª 20,99 78,68d 16,14 2,76ª 2,08 6,66ª 3,00 
  G5223 85,12c 16,69 78,33cd 12,52 3,08ab 1,56 8,42c 3,43 
  G6328 74,46ª 20,70 67,88ª 13,68 4,54e 2,13 7,20ab 3,16 
  T475 81,43bc 19,55 74,34bc 12,85 3,46bcd 1,84 7,68bc 3,18 
  L437 82,09bc 20,25 75,62cd 13,51 3,67d 2,17 8,25c 3,92 
  R3846 78,14ab 19,80 71,15ab 13,91 3,65cd 1,88 7,60abc 3,39 
  R4052 82,95bc 16,43 70,93ab 14,40 3,83d 1,80 7,87bc 3,47 

    

  
  
  

S5  
  
  
  

  R5487 78,72ab 19,87 76,30cd 14,24 3,09abc 1,87 7,19ab 3,18 
 

Tabla 9.18: Valores medios de los parámetros STR, WOB, ALH y BCF para cada verraco, en presencia
de cafeína, en el T0 y durante la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre verracos.
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MUESTRAS INCUBADAS SIN CAFEÍNA 
GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC 

 
  
  Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv típ. 

VCL (µm/s) 54,79a 34,88 52,60ª 33,31 54,62ª 39,64
VSL (µm/s) 32,55ª 27,03 31,19ª 25,67 32,52ª 30,54 
VAP (µm/s) 44,91ª 32,43 43,61ª 31,14 44,51ª 36,58 

LIN (%) 55,82ª 24,57 55,60ª 24,47 53,88ª 24,51 
STR (%) 69,70ª 23,05 69,22ª 22,69 69,09ª 22,30 
WOB (%) 77,89ª 15,83 78,14ª 16,08 75,59b 16,86 
ALH (µm) 1,86ª 0,98 1,76b 0,91 1,84ab 1,05 

  
  
  

 T0 
  
  
  

BCF (Hz) 6,53ª 3,01 6,69ª 2,89 6,17b 2,87 
VCL (µm/s) 56,47ª 30,31 56,49ª 30,26 53,43b 32,86
VSL (µm/s) 40,31ª 25,53 39,66ª 25,14 36,94b 26,61 
VAP (µm/s) 49,28ª 29,16 48,77b 28,42 46,00b 30,58 

LIN (%) 68,58ª 22,91 68,74ª 21,49 65,99b 22,07 
STR (%) 80,09ª 19,45 80,54ª 18,50 78,30b 19,22 
WOB (%) 83,87ª 14,29 83,90ª 13,04 82,71ª 13,87 
ALH (µm) 1,73ª 0,80 1,78ª 0,84 1,73ª 0,91 

  
  
  

T1,5  
  
  
  

BCF (Hz) 7,51ª 2,89 7,57ª 2,84 6,96b 2,66 
VCL (µm/s) 51,68ª 28,22 53,37b 31,70 55,51b 31,78
VSL (µm/s) 36,30ª 24,00 37,75b 25,72 40,45b 28,16 
VAP (µm/s) 43,64ª 26,14 45,65b 28,72 48,17b 30,28 

LIN (%) 67,73ª 21,16 69,11ª 21,18 69,11ª 21,71 
STR (%) 80,95ª 17,76 81,73ª 18,28 81,06ª 18,56 
WOB (%) 82,06ª 13,70 83,13ª 13,10 83,67b 13,61 
ALH (µm) 1,75ª 0,88 1,75ª 0,96 1,78ª 0,87 

  
  
  

 T3 
  
  
  

BCF (Hz) 7,29ab 2,96 7,49ª 2,90 7,07b 2,67 
VCL (µm/s) 52,76ª 29,32 49,59b 30,97 50,79ab 29,86
VSL (µm/s) 39,12ª 26,20 35,99b 26,23 37,95ab 26,09 
VAP (µm/s) 45,58ª 27,55 42,31b 28,21 43,76ab 27,62 

LIN (%) 70,81ª 21,26 69,94ª 20,97 71,19ª 20,80 
STR (%) 83,15ª 17,62 82,91ª 17,23 83,60ª 16,97 
WOB (%) 83,68ª 13,71 82,78ª 13,45 83,48ª 13,57 
ALH (µm) 1,69ª 0,83 1,65ª 0,90 1,69ª 0,90 

  
  
  

T4,5  
  
  
  

BCF (Hz) 7,64ª 2,92 7,39ª 2,84 7,00b 2,70 
VCL (µm/s) 42,00a 27,13 32,36b 25,66 34,91b 24,55
VSL (µm/s) 30,04ª 23,39 21,83b 20,53 24,53b 21,93 
VAP (µm/s) 34,71ª 24,76 25,96b 22,82 28,27b 22,93 

LIN (%) 67,19ª 21,83 62,38b 23,70 64,19ab 25,18 
STR (%) 82,81ª 16,98 79,73b 18,05 80,73ab 18,92 
WOB (%) 79,31ª 15,35 75,71b 17,50 76,47b 19,15 
ALH (µm) 1,48ª 0,78 1,22b 0,76 1,29b 0,75 

  
  
  

T7  
  
  
  

BCF (Hz) 7,20ª 3,04 6,60b 2,93 6,54b 2,85 
VCL (µm/s) 97,05ª 40,85 94,44b 42,95 86,40b 42,86
VSL (µm/s) 73,21ª 38,79 68,36b 39,78 66,21b 40,30 
VAP (µm/s) 81,30ª 38,41 75,59b 39,51 71,06c 40,09 

LIN (%) 72,44ª 21,29 67,98ª 21,72 70,46ª 22,81 
STR (%) 87,41ª 16,67 86,60ª 16,70 88,05ª 16,87 
WOB (%) 81,51ª 14,95 76,85ª 15,83 77,78ª 16,65 
ALH (µm) 2,90ª 1,36 2,97ª 1,45 2,63ª 1,23 

  
PR

U
EB

A
  

  
  
  

Descongel.  
  
  
  

BCF (Hz) 8,24a 3,43 8,37ª 3,36 9,13b              3,62 
 
 
 Tabla 9.19: Valores medios de los parámetros cinéticos para cada grupo de calidad, establecidos en
función de su aptitud para la congelación, en ausencia de cafeína, en el T0, en el descongelado y durante
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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9. Anexos

MUESTRAS INCUBADAS CON CAFEÍNA 
GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC 

 
  
  Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv típ. 

VCL (µm/s) 48,19ª 31,25 48,85ab 31,70 51,75b 37,84
VSL (µm/s) 32,40ª 26,47 32,71ª 26,45 35,28b 30,83 
VAP (µm/s) 41,25ª 29,71 41,69ª 29,85 44,88b 35,78 

LIN (%) 63,07ª 25,28 62,25ª 24,54 63,37ª 24,48 
STR (%) 75,01ª 22,25 74,77ª 21,45 75,34ª 21,17 
WOB (%) 81,65ª 15,93 81,03ª 15,86 81,85ª 15,94 
ALH (µm) 1,60ª 0,89 1,60ª 0,85 1,63ª 0,99 

  
  
  

 T0 
  
  
  

BCF (Hz) 6,42a 2,69 6,66ª 2,83 5,82b 2,72 
VCL (µm/s) 56,82ª 31,24 57,71ab 29,90 59,57b 34,55
VSL (µm/s) 40,68ª 27,34 41,90ª 26,60 42,78ª 29,84 
VAP (µm/s) 49,13ª 29,74 50,77ab 28,70 52,76b 33,24 

LIN (%) 68,25ª 22,56 69,95ª 22,26 68,55ª 22,59 
STR (%) 80,26ª 18,96 80,43ª 19,10 79,10ª 19,41 
WOB (%) 83,25ª 14,26 85,30b 12,96 85,03b 13,44 
ALH (µm) 1,77ª 0,83 1,74ª 0,81 1,79ª 0,89 

  
  
  

T1,5  
  
  
  

BCF (Hz) 7,07ª 2,79 7,30b 2,69 6,63c 2,73 
VCL (µm/s) 52,63ª 30,02 61,39b 32,04 57,68c 35,15
VSL (µm/s) 38,19ª 25,94 43,59b 26,79 42,74b 31,01 
VAP (µm/s) 45,47ª 28,06 53,85b 29,52 51,12c 33,23 

LIN (%) 69,93ª 21,36 70,19ª 21,74 70,60ª 21,21 
STR (%) 81,96ª 17,60 80,41ª 19,47 80,76ª 18,68 
WOB (%) 83,75ª 13,95 86,01b 12,07 86,02b 11,88 
ALH (µm) 1,70ª 0,88 1,87b 0,94 1,78c 0,94 

  
  
  

 T3 
  
  
  

BCF (Hz) 7,09ª 2,63 7,24ª 2,67 6,71b 2,54 
VCL (µm/s) 60,25ª 33,94 67,05b 35,01 64,68b 35,58
VSL (µm/s) 44,41ª 30,19 47,79ª 28,74 48,09ª 31,35 
VAP (µm/s) 52,80ª 31,91 58,42b 31,60 56,69b 32,92 

LIN (%) 71,31ª 20,50 71,21ª 21,27 72,19ª 19,64 
STR (%) 82,24ª 17,49 81,87ª 19,08 82,75ª 16,78 
WOB (%) 85,46ª 12,73 85,84ª 11,67 86,05ª 11,84 
ALH (µm) 1,85ª 0,95 2,03b 1,07 2,01b 1,04 

  
  
  

T4,5  
  
  
  

BCF (Hz) 7,21ª 2,57 7,18ª 2,74 6,93b 2,67 
VCL (µm/s) 54,75ª 33,84 62,60ª 34,99 54,61ª 32,86
VSL (µm/s) 42,63ª 32,00 44,88ª 28,44 42,80ª 30,06 
VAP (µm/s) 48,12ª 32,70 54,63b 31,92 48,63ª 31,21 

LIN (%) 73,55ab 22,00 71,97ª 21,33 75,16b 20,40 
STR (%) 84,99ª 17,24 82,69b 18,88 85,40ª 16,53 
WOB (%) 84,79ª 14,32 85,82b 11,95 86,64ª 12,80 
ALH (µm) 1,65ª 0,82 1,85b 0,97 1,62ª 0,84 

  
  
  

T7  
  
  
  

BCF (Hz) 7,29ab 2,83 7,49ª 2,72 7,04b 2,62 
VCL (µm/s) 108,26a 39,03 106,96a 39,16 106,38a 40,90
VSL (µm/s) 87,32ab 39,02 86,00a 38,64 89,05b 40,43 
VAP (µm/s) 94,90a 37,18 92,85ª 37,07 94,25ª 39,37 

LIN (%) 78,91ª 19,07 77,90ª 19,89 81,02b 18,13 
STR (%) 90,19ª 15,11 89,99ª 15,26 92,12b 12,47 
WOB (%) 86,50ª 12,23 85,26ª 13,26 86,87ª 12,65 
ALH (µm) 2,72ª 1,23 2,79ª 1,25 2,60ª 1,15 

  
PR

U
EB

A
  

  
  
  

Descongel.  
  
  
  

BCF (Hz) 8,90a 3,76 8,94ª 3,59 9,46b 3,64 
 
 
 Tabla 9.20: Valores medios de los parámetros cinéticos para cada grupo de calidad, establecidos en
función de su aptitud para la congelación, en presencia de cafeína, en el T0, en el descongelado y durante
la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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MUESTRAS INCUBADAS SIN CAFEÍNA 
GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC 

 
  
  Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv típ. 

VCL (µm/s) 54,79a 34,88 52,60ª 33,31 54,62ª 39,64
VSL (µm/s) 32,55ª 27,03 31,19ª 25,67 32,52ª 30,54 
VAP (µm/s) 44,91ª 32,43 43,61ª 31,14 44,51ª 36,58 

LIN (%) 55,82ª 24,57 55,60ª 24,47 53,88ª 24,51 
STR (%) 69,70ª 23,05 69,22ª 22,69 69,09ª 22,30 
WOB (%) 77,89ª 15,83 78,14ª 16,08 75,59b 16,86 
ALH (µm) 1,86ª 0,98 1,76b 0,91 1,84ab 1,05 

  
  
  

 T0 
  
  
  

BCF (Hz) 6,53ª 3,01 6,69ª 2,89 6,17b 2,87 
VCL (µm/s) 78,41ª 43,56 82,91ª 41,77 81,70ª 47,05
VSL (µm/s) 44,14ª 28,56 43,73ª 27,40 44,38ª 30,88 
VAP (µm/s) 54,44ª 30,20 57,17b 29,59 56,44ab 33,20 

LIN (%) 56,00a 19,60 53,50ª 20,19 55,52ª 20,56 
STR (%) 78,78ª 17,91 75,39ª 19,67 77,78ª 19,05 
WOB (%) 69,82ª 14,47 69,37ª 14,17 69,67ª 14,60 
ALH (µm) 2,97ª 1,80 3,34ª 1,92 3,03ª 1,80 

  
  
  

S0 
  
  
  

BCF (Hz) 7,10ª 3,10 7,44ª 3,37 7,79ª 3,20 
VCL (µm/s) 105,31ª 39,70 105,78ª 38,26 91,77b 44,28
VSL (µm/s) 54,19ª 26,97 51,23ab 24,11 46,31b 29,80 
VAP (µm/s) 68,99ª 26,51 66,59ª 23,85 62,66ª 31,25 

LIN (%) 52,68ª 19,34 49,55ª 18,36 51,43ª 21,32 
STR (%) 77,43ª 19,20 75,87ª 19,29 73,26ª 22,34 
WOB (%) 66,91ab 13,49 64,38ª 13,41 68,54b 13,09 
ALH (µm) 4,31ª 1,83 4,42ª 1,87 3,57b 1,88 

  
  
  

 S1 
  
  
  

BCF (Hz) 7,30ª 3,24 7,27ª 3,06 7,30ª 3,40 
VCL (µm/s) 103,68ª 36,73 107,04ª 40,39 89,26b 39,67
VSL (µm/s) 54,93ª 23,85 50,71ª 24,25 44,54b 25,04 
VAP (µm/s) 69,10ª 23,78 67,78ª 24,92 60,41b 27,36 

LIN (%) 54,95ª 19,02 49,45b 20,23 51,75ab 20,32 
STR (%) 79,15ª 17,62 74,47b 21,11 73,84b 21,02 
WOB (%) 68,31ª 13,32 65,40b 14,78 68,75ª 13,63 
ALH (µm) 4,22ª 1,82 4,44ª 2,01 3,51b 1,68 

  
  
  

S2  
  
  
  

BCF (Hz) 7,26ª 3,16 7,15ª 3,10 7,04ª 2,78 
VCL (µm/s) 99,85ab 40,26 106,16ª 40,83 93,28b 40,20
VSL (µm/s) 54,32ª 27,60 48,99b 24,82 52,75ab 26,28 
VAP (µm/s) 68,10ª 27,91 65,38ª 25,06 66,98ª 27,28 

LIN (%) 55,46ª 19,17 48,07b 19,13 59,11c 20,57 
STR (%) 78,30ª 18,07 73,87b 18,82 78,83ª 19,84 
WOB (%) 69,85ª 14,02 63,89b 14,80 74,06c 14,29 
ALH (µm) 3,95ª 1,82 4,45b 2,07 3,49c 1,87 

  
  
  

S3  
  
  
  

BCF (Hz) 7,58ª 2,97 6,78b 2,96 7,42ª 3,10 
VCL (µm/s) 89,50ª 41,04 104,95b 42,72 94,02ª 42,90
VSL (µm/s) 47,71ab 28,09 46,20ª 23,96 51,54b 28,38 
VAP (µm/s) 61,40ª 29,38 63,43ab 25,13 66,03b 29,39 

LIN (%) 54,68ª 20,39 46,38b 20,01 57,58ª 20,98 
STR (%) 76,71ª 19,69 72,07b 20,10 78,27ª 20,39 
WOB (%) 70,08ª 14,85 63,18b 15,71 72,15ª 13,66 
ALH (µm) 3,56ª 1,79 4,44b 2,10 3,63ª 1,92 

  
PR

U
EB

A
  

  
  
  

S5 
  
  
  

BCF (Hz) 7,13a 3,15 6,63ª 3,07 7,10ª 3,31 
 
 
 Tabla 9.21: Valores medios de los parámetros cinéticos para cada grupo de calidad, establecidos en
función de su aptitud para la congelación, en ausencia de cafeína, en el T0 y durante la prueba del
choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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9. Anexos

MUESTRAS INCUBADAS CON CAFEÍNA 
GRUPO BC GRUPO CM GRUPO MC 

 
  
  Media Desv. típ. Media Desv. típ. Media Desv típ. 

VCL (µm/s) 48,19ª 31,25 48,85ab 31,70 51,75b 37,84
VSL (µm/s) 32,40ª 26,47 32,71ª 26,45 35,28b 30,83 
VAP (µm/s) 41,25ª 29,71 41,69ª 29,85 44,88b 35,78 

LIN (%) 63,07ª 25,28 62,25ª 24,54 63,37ª 24,48 
STR (%) 75,01ª 22,25 74,77ª 21,45 75,34ª 21,17 
WOB (%) 81,65ª 15,93 81,03ª 15,86 81,85ª 15,94 
ALH (µm) 1,60ª 0,89 1,60ª 0,85 1,63ª 0,99 

  
  
  

 T0 
  
  
  

BCF (Hz) 6,42a 2,69 6,66ª 2,83 5,82b 2,72 
VCL (µm/s) 107,76ª 44,18 96,53b 45,20 97,01b 41,54
VSL (µm/s) 64,59ª 37,29 55,62b 34,82 53,95b 32,41 
VAP (µm/s) 82,18ª 36,23 75,34ª 35,86 74,50ª 34,60 

LIN (%) 60,96ª 22,81 59,03ª 25,12 56,95ª 23,44 
STR (%) 78,00a 22,39 73,89ª 25,38 73,55ª 24,72 
WOB (%) 77,09ª 13,92 78,59ª 13,71 76,37ª 12,91 
ALH (µm) 3,48ª 1,86 3,25ª 1,79 3,26ª 1,44 

  
  
  

S0 
  
  
  

BCF (Hz) 6,58ª 3,87 7,19ab 3,54 7,62b 3,50 
VCL (µm/s) 111,26ª 37,57 108,01ª 41,52 109,67ª 39,66
VSL (µm/s) 66,48ª 31,68 64,37ª 32,39 55,28b 29,62 
VAP (µm/s) 81,25ª 28,87 78,39ª 30,67 80,16ª 27,47 

LIN (%) 59,77ª 21,16 60,14ª 21,54 54,04b 26,63 
STR (%) 79,86ª 19,95 80,05ª 20,40 70,24b 27,28 
WOB (%) 73,47ª 13,15 73,91ª 14,28 74,89ª 13,70 
ALH (µm) 3,97ª 1,64 3,86ª 1,91 3,87ª 1,79 

  
  
  

 S1 
  
  
  

BCF (Hz) 7,56ª 3,61 7,53ª 3,54 6,92ª 3,95 
VCL (µm/s) 112,96ª 41,13 108,86ab 43,72 101,43b 44,17
VSL (µm/s) 65,18ª 32,25 63,16ab 30,74 57,43b 32,89 
VAP (µm/s) 81,55ª 30,75 77,06ab 30,95 72,95b 32,19 

LIN (%) 58,05ª 20,92 59,20ª 20,07 59,37ª 24,41 
STR (%) 78,22ª 20,71 80,94ª 18,58 77,64ª 21,36 
WOB (%) 72,91ª 12,98 72,03ª 13,79 74,21ª 17,18 
ALH (µm) 4,08ª 1,78 4,04ª 1,99 3,33b 1,93 

  
  
  

S2  
  
  
  

BCF (Hz) 7,50ª 3,46 7,69ª 3,47 7,04ª 4,03 
VCL (µm/s) 103,11ª 38,53 113,02b 43,96 96,79ª 40,66
VSL (µm/s) 63,84ª 30,32 64,22ª 32,64 54,19b 26,26 
VAP (µm/s) 76,00a 29,14 79,74ª 31,58 70,52b 27,70 

LIN (%) 62,14ª 20,06 57,40b 21,03 59,93ab 22,77 
STR (%) 82,40ª 18,58 78,80b 20,51 77,95b 21,77 
WOB (%) 74,11ª 13,14 71,79b 14,31 75,33ª 14,13 
ALH (µm) 3,64ª 1,57 4,16b 2,03 3,46ª 1,79 

  
  
  

S3  
  
  
  

BCF (Hz) 8,16ª 3,35 7,29b 3,44 7,91ª 3,29 
VCL (µm/s) 88,73ª 46,89 100,18b 43,67 95,12ab 48,79
VSL (µm/s) 54,27ª 34,62 56,16ª 28,28 58,02ª 33,06 
VAP (µm/s) 65,99ª 35,57 69,92ab 28,87 71,04b 33,90 

LIN (%) 60,58ab 21,26 58,02ª 20,66 63,03b 21,95 
STR (%) 79,31ª 19,48 79,23ª 19,58 80,20ª 20,15 
WOB (%) 75,05ª 14,45 71,97ª 13,98 77,20ª 14,43 
ALH (µm) 3,24ª 1,86 3,81ª 1,99 3,28ª 2,05 

  
PR

U
EB

A
  

  
  
  

S5 
  
  
  

BCF (Hz) 7,32a 3,23 7,62ª 3,31 7,73ª 3,62 
 

Tabla 9.22: Valores medios de los parámetros cinéticos para cada grupo de calidad, establecidos en
función de su aptitud para la congelación, en presencia de cafeína, en el T0 y durante la prueba del
choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre grupos de calidad.
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PRUEBA 
T0 T1,5 T3 T4,5 T7 Descong.  

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
SIN 

CAFEÍNA 44,23ª 7,68 66,67a 7,93 69,36ª 8,03 71,55ª 10,36 54,49a 15,22 64,34ª 9,63 
SP1 

CON 
CAFEÍNA 57,25b 7,14 68,49ª 7,80 70,75ª 8,04 72,41a 10,21 75,62b 9,30 79,27b 5,61 

SIN 
CAFEÍNA 14,54ª 6,52 9,96ª 6,42 8,56ª 8,83 6,31ª 4,11 3,49ª 3,70 18,15ª 8,17 

SP2 
CON 

CAFEÍNA 8,84b 4,44 9,43ª 6,88 10,78ª 9,92 13,08b 11,70 8,56b 9,86 13,86ª 5,34 

SIN 
CAFEÍNA 41,23ª 8,42 23,39ª 7,35 22,08ª 8,66 22,15ª 11,12 42,03ª 15,14 17,52ª 7,24 

SP3 
CON 

CAFEÍNA 33,92b 8,65 22,08ª 7,92 18,46a 8,66 14,52b 9,64 15,83b 8,29 6,88b 2,69 

ANEXO 4 
 
 
 

Tabla 9.26: Valores medios de las tres subpoblaciones, en presencia y en ausencia de cafeína, en el T0,
en el descongelado y durante la prueba de la termorresistencia.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre muestras incubadas con cafeína o sin ella.

PRUEBA 
T0 S0 S1 S2 S3 S5  

Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. Media Desv. 
típ. Media Desv. 

típ. 
SIN 

CAFEÍNA 44,23ª 7,68 35,10ª 21,26 25,60a 18,34 27,15ª 15,77 27,18a 16,92 27,71ª 16,18
SP1 

CON 
CAFEÍNA 57,25b 7,14 42,10a 14,69 38,30b 16,78 39,89b 14,33 38,46b 15,12 43,14b 16,67

SIN 
CAFEÍNA 14,54ª 6,52 40,45ª 20,29 62,11a 20,08 62,05ª 20,32 62,14a 19,75 58,03ª 18,24

SP2 
CON 

CAFEÍNA 8,84b 4,44 44,17a 15,58 54,24ª 16,86 50,41b 15,72 53,52b 15,62 43,87b 17,94

SIN 
CAFEÍNA 41,23ª 8,42 24,46ª 18,59 12,30a 13,79 10,82ª 9,23 10,68a 7,16 14,27ª 7,65 

SP3 
CON 

CAFEÍNA 33,92b 8,65 13,73b 11,69 7,46b 6,41 9,69a 6,61 13,00a5,48 8,01ª 

 

8,13 

ANEXO 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9.27: Valores medios de las tres subpoblaciones, en presencia y en ausencia de cafeína, en el T0
y durante la prueba del choque a frigore.
Distintos superíndices revelan diferencias signi�cativas (p<0,05) entre muestras incubadas con cafeína o sin ella.
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