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RESUMEN 

Diluyentes a base de lecitina de soya han sido usados en 
la criopreservación de semen caprino; sin embargo, no 
existe información en el efecto de la morfometría y vita-
lidad espermática. El objetivo del estudio fue comparar el 
efecto de dos diluyentes comerciales a base de lecitina de 
soya en semen posdescongelado, su efecto en la vitalidad 
y morfometría de la cabeza espermática.  Al observar los 
resultados de la vitalidad y las dimensiones de la cabe-
za espermática (SHD) en la posdescongelación, usando 
Ovixcell, fueron más pequeñas. Una reducción en la SHD 
ha sido descrita en los procesos de criopreservación; por 
lo tanto, esta reducción después de la criopreservación 
puede ser relacionada con los sucesos de la criopreserva-
ción. En conclusión, la vitalidad y la SHD en el semen ca-
prino posdescongelado con AndroMed fueron altamente 
significativas en comparación con el Ovixcell; esto puede 
ser relacionado con la mejor resistencia a la congelación 
seminal. 

Palabras clave: cabros, diluyentes, vagina artificial.

ABSTRACT

The soybean lecithin extenders have been used for cryo-
preservation of buck semen; however, there is no informa-
tion about its effect on sperm morphometry and vitality. 
The aim of this study was to compare the effect two com-
mercial soybean lecithin-based extenders on post-thaw 
buck sperm head morphometric parameters. According to 
these results, the sperm head dimensions (SHD) of semen 
samples frozen and thawed using Ovixcell were smaller. 
A reduction in SHD has been previously described due to 
cryopreservation procedures. Then, a lower reduction of 
SHD after thawing could be related with better cryopres-
ervation success. In conclusion, the SHD of goat semen 
frozen-thawed with AndroMed were significantly higher in 
comparison to Ovixcell, which could be related to better 
resistance to cryopreservation.

Keywords: Buck, Extender, Artificial Vagina.
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INTRODUCCIÓN

En los animales de granja, la conge-
lación de semen es una técnica muy 
utilizada en la inseminación artifi-
cial (IA) y en la técnica de fertiliza-
ción in vitro (FIV) (Zanganeh, 2013).

La yema de huevo es el componen-
te por excelencia en los diluyentes 
para almacenamiento y criopreser-
vación del semen en especies como 
el toro, el morueco y el cabro. La 
lipoproteína de baja densidad es 
el mejor componente que posee 
la yema de huevo en la protección 
de la integridad de membrana en 
el proceso de criopreservación 
(Moussa et al., 2002). Sin embar-
go, la yema posee el problema de 
ser un medio rico para bacterias y 
endotoxinas; asimismo, tiene un 
efecto tóxico sobre el esperma de 
búfalos, corderos y caprinos (Aboa-
gla y Terada, 2004). Por esta razón, 
los diluyentes comerciales hoy en 
día llevan proteína vegetal (la leci-
tina de soya) como protector en la 
criopreservación (Gil et al., 2003). 

Los fosfolípidos que contienen el 
diluyente AndroMed lo hacen muy 
similar a los encontrados en la yema 
de huevo, sin el inconveniente de 
contaminación (Krishnahumar et. 
al., 2011). 

Sistemas como el ASMA (Análi-
sis Automático de Morfometría 
Espermática) llevan mucho tiem-
po valorando con exactitud y re-
petitividad las dimensiones de la 

cabeza de espermatozoides de 
diferentes especies (Hidalgo et al., 
2008).

Los cambios en las dimensiones de 
la cabeza de los espermatozoide 
pueden ser factores internos del ma-
cho (pH, osmolaridad, patologías, 
daños cromosómicos), del método 
de extracción (contenido seminal) 
y de la criopreservación (toxicidad 
del medio) (Hidalgo et al., 2006). 

En reproducción animal muchos in-
vestigadores tratan de diseñar “el 
mejor análisis seminal” que pueda 
predecir la fertilidad y valore con-
venientemente la muestra (Quinte-
ro-Moreno et al., 2003).

1.	 Materiales y métodos

1.1	 Experimentación animal

Este estudio se llevó a cabo en Cú-
cuta (L 7°54’N, L 72°30’W), región 
Norte de Santander, entre agosto y 
diciembre de 2013. Se utilizaron 
cuatro machos cabríos (2-3 años 
de edad), alimentados con heno y 
agua. La toma de muestras se rea-
lizó con vagina artificial (40 °C), y 
fue desarrollada por aprendices del 
SENA. Durante 8 semanas se obtu-
vieron 32 eyaculados. 

1.2	 Medios

Los medios evaluados son Tris con 
base en lecitina de soya (Andro-
Med®, Ovixcell®).
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1.3	 Procedimiento de laboratorio

En el estudio se utilizaron eyaculados 
con volumen mayor a 0,7 ml, más 
del 70% de motilidad espermática 
y una concentración espermática de 
2,5 * 109 espermatozoides/ml; los 
eyaculados se dividieron en dos alí-
cuotas, se mezclaron con el medio 
en dilución 1:1 (semen:diluyente), 
se centrifugaron a 600 g por 20 mi-
nutos; el pellets se diluyó y luego se 
llenaron las pajillas a razón de 100 
millones de espermatozoides/pajilla.

Análisis de la vitalidad y morfología. 
Se colocaron 10 µl en un portaobje-
tos a 37 °C en una platina termorre-

gulable y se mezclaron con 15 µl de 
colorante eosina-nigrosina (Gonzá-
lez et. al., 2008). El frotis (extendido) 
se dejó secar por 30 minutos. Las 
placas se observaron en microsco-
pio óptico a 1.000 X (aumento); se 
contaron 100 células espermáticas 
por placa. El resultado se expresa 
en porcentaje de espermatozoides 
vivos. Para evaluar la morfometría 
de la cabeza espermática, se utilizó 
sobre los extendidos de las muestras 
seminales la tinción Diff-Quick una 
hora más tarde de fijadas. La evalua-
ción de la morfometría espermática 
(ASMA) se realizó en el laboratorio 
de reproducción animal de la Uni-
versidad de Córdoba (España). 

Figura 1. Parámetros morfométricos evaluados en la cabeza del espermatozoide caprino

CABEZA

Perímetros

Área

Anchura

Imagen modificada de (Buzón 2013)

PARÁMETROS

Longitud = L

Anchura = W

Área = A

Perímetro = P
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El procedimiento se llevó mediante 
el software Sper-Class Analyzer® 
(Microptic, Barcelona-España). Este 
equipo consta de un microscopio 
(Olympus BH-2; Tokio-Japón) equi-
pado con un objetivo de 10 X y co-
nectado a una videocámara (Sony 
CCD - IRIS SSC-M370; Sony Corpo-
ration, Tokio, Japón) que transmite 
las imágenes microscópicas hasta 
una tarjeta capturadora de video 
(Meteor II; Matrox Electronic Sys-
tems Ltd; Quebec-Canadá) ubicada 
en el interior de un PC (Procesador 
Pentium IV, Intel Inside, Filipinas). 
Antes de cada valoración se ajusta-
ron los parámetros de iluminación 
y contraste, con el fin de optimizar 
las capturas de las células espermá-
ticas, según metodología de Buzón 
(2013). 

1.4 	Análisis estadístico

Todos los datos obtenidos fueron 
analizados mediante el Statistical 
Analysis System Software 9,0 para 
Windows (SAS Inst. Inc.; Carry, NC. 
EUA, 2004). Para los efectos de los 
medios (lecitina de soya) sobre las 
variables evaluadas de vitalidad se-
minal y sobre las dimensiones de la 
cabeza del espermatozoide (L, W, A, 
P) se utilizó el modelo lineal general 
del análisis de varianza (Proc GLM); 
cuando existieron diferencias se usó 
LSMEANS. Para identificar las sub-
poblaciones espermáticas se aplicó 
un análisis multivariado de agrupa-
miento no jerárquico mediante el 
procedimiento “Fastclus”, el cual 
agrupa a los espermatozoides según 

sus características morfométricas 
comunes, teniendo en cuenta la me-
todología de Martínez-Pastor et al., 
2005. Aquellos espermatozoides 
con medidas similares fueron asi-
milados a un mismo grupo (cluster); 
los de medidas diferentes se asigna-
ron a grupos distintos. Para observar 
interacción entre las subpoblacio-
nes y los medios (AndroMed vs. 
Ovixcell) sobre las dimensiones ya 
descritas se usó el PROC GLM. 

2.	 Resultados y discusión

En el estudio fueron utilizados ma-
chos de conocida fertilidad y calidad 
seminal. Se encontraron muy pocas 
anomalías morfológicas. De las 32 
muestras evaluadas (Tabla 1), don-
de se registraron 2.273 espermato-
zoides, al aplicar el procedimiento 
Outlayers, quedaron 2.140 células 
espermáticas para el estudio.

Al observar los cuadros 1 y 2 se 
tomaron los Prin1 y Prin2, ya que 
explican un 74,75% del modelo, 
aplicando la metodología de Martí-
nez-Pastor et. al. (2005). Utilizando 
la pseudo-t2, la pseudo-F y el crite-
rio cúbico clusterizado (CCC) grafi-
cados teniendo en cuenta los picos 
de (CCC) y la pseudo-F combinadas 
con un valor pequeño de pseudo-t2, 
determinando cuatro subpoblacio-
nes espermáticas (Gráfica C).

Los sistemas informáticos para el 
estudio de la morfología espermá-
tica en los últimos años han tenido 
importancia en la investigación de 
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subpoblaciones espermáticas (Hi-
dalgo et. al., 2008). En el 2004 Hi-
dalgo obtiene medidas de L = 8,55 
µm, W = 4,25 µm, A = 29,90 µm2, 
P = 22,42 µm en animales de la 
raza florida. Marcos-Jiménez et. al. 
(2006) obtuvieron medidas de L = 
8,21 µm, W = 3,54 µm, A = 24,34 
µm2, P = 21,34 µm. Hidalgo et. al. 
(2006) obtuvieron medidas de L = 
8,55 µm, W = 4,26 µm, A = 29,92 
µm2, P = 22,42 µm. Sin embargo, 
en la especie caprina existe poca 
información disponible para las 
medidas morfométricas del esper-
matozoide determinadas por ASMA 

y los factores que afectan los cam-
bios.

El efecto de la congelación en el se-
men ha sido ampliamente estudia-
do (Miró et al., 2005; Dorado et al., 
2010; Núñez-Martínez et. al., 2006; 
Flores et. al., 2009). La composición 
bioquímica de la membrana que 
afecta el contenido de fosfolípidos 
y colesterol es responsable de la 
sensibilidad de los espermatozoides 
(Quintero-Moreno, 2003). Las ca-
racterísticas bioquímicas del dilu-
yente poseen un rol importante en 
la viabilidad del semen.

Cuadro 1. Análisis de componentes principales

Eigenvalues Autovalor Diferencia Proporción Acumulado
Prin1 2,7330 1,7289 0,5466 0,5466

Prin2 1,0041 0,4100 0,2008 0,7475

Prin3 0,5941 0,1384 0,1188 0,8663

Prin4 0,4556 0,2426 0,0911 0,9574

Prin5 0,2129 0,0426 1,0000

Cuadro 2. Eigenvectors

Prin1 Prin2 Prin3

Vitalidad 0,0728 0,9821 0,1586

Longitud 0,5040 -0,1237 0,5473

Ancho 0,4775 0,0110 -0,6618

Área 0,5058 -0,0439 -0,3152

Perímetro 0,5065 -0,0780 0,3712
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Gráfica A. Vitalidad espermática (esper-
matozoides vivos-muertos)
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Gráfica B. Efecto de los diluyentes sobre 
espermatozoides caprinos (Andro-
Med-Ovixcell)
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Gráfica C. Subpoblaciones espermáticas 
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Al graficar la prin1 y la prin2, se ob-
serva cómo se separan marcada-
mente los espermatozoides vivos de 
los muertos (Gráfica A). Cuando se 
grafica con base en los diluyentes 
(Gráfica B), se puede observar cómo 
las dos gráficas se sobreponen, mos-
trando mayor porcentaje de muer-
tos con el diluyente Ovixcell.

El proceso Fastclus detectó cuatro 
subpoblaciones para morfología. 
En la Gráfica C, la subpoblación 
1 son espermatozoides de cabeza 
pequeña y poco anchos; no existen 
diferencias significativas (P ≥ 0,05) 
entre los diluyentes AndroMed 
(19,67%) vs. Ovixcell (19,67%) 
de la subpoblación. La subpobla- 
ción 2 son espermatozoides de 
cabeza grande y anchos; existen 
diferencias significativas entre los 
diluyentes (P ≤ 0,05), siendo me-
jor el AndroMed (36,04%) como 
diluyente que el Ovixcell (21,84%). 

Subpoblaciones espermáticas vivas

La subpoblación 3 son esper-
matozoides de cabeza grande y 
ancha; existen diferencias signifi-
cativas entre los diluyentes (P ≤ 
0,05), siendo mejor el Ovixcell 
(22,11%) como diluyente que el 
AndroMed (30,32%). La subpobla- 
ción 4 son espermatozoides de 
cabeza pequeña y no muy ancha; 
existen diferencias significativas en-
tre los diluyentes (P ≤ 0,05), sien-
do mejor el AndroMed (13,95%) 
como diluyente que el Ovixcell 
(36,37%. 
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D
ED

Subpoblaciones espermáticas muertas

El origen de las subpoblaciones es-
permáticas no ha sido dilucidado 
aún, pero esta variabilidad se pue-
de presentar en el proceso de ma-
duración en el epidídimo y de allí 
presentar estas diferencias en la 

morfología (Peña et. al. 2005; Gon-
zález et al. 2008). Sin embargo, hoy 
en día se aceptan las subpoblacio-
nes espermáticas caprinas (Dorado, 
2003; Hidalgo, 2004) y de otras es-
pecies (Rubio-Guillén et al., 2007; 
Peña et.al., 2005; Maroto-Morales 
et. al., 2012; Buzón, 2013).

Tabla 1. Subpoblaciones espermáticas encontradas  
en los espermatozoides caprinos en los diferentes medios 

AndroMed® Ovixcell®

Sp1 Sp2 Sp3 Sp4 Total Sp1 Sp2 Sp3 Sp4 Total

N 203 372 313 144 1.032 218 242 245 403 1.108

Porcentaje de 
población 19,67 36,04 30,32 13,95 100 19,67 21,84 22,11 36,37

Vitalidad (%) 55,71** 41,51**

Longitud de la 
cabeza (µm)

8,42 
±0,26

8,93 
±0,27

8,99 
±0,24

8,55 
±0,29

8,79 
±0,35**

8,31 
±0,30

8,91 
±0,29

8,95 
±0,29

8,29 
±0,31

8,57 
±0,43**

Ancho de la 
cabeza (µm)

4,08 
±0,12

4,30 
±0,12

4,28 
±0,12

4,05 
±0,14

4,22 
±0,16 
N.S.

4,07 
±0,13

4,30 
±0,13

4,28 
±0,10

4,05 
±0,15

4,16 
±0,18  
N.S.

Área de la 
cabeza (µm2)

30,81 
±1,69

34,34 
±1,90

34,49 
±1,88

31,09 
±1,79

33,24 
±2,47 
N.S.

30,95 
±2,02

34,51 
±1,83

34,78 
±1,77

30,65 
±1,95

32,47 
±2,71 
 N.S.

Perímetro de 
la cabeza (µm)

18,92 
±0,68

20,13 
±0,68

20,28 
±0,73

18,95 
±0,69

19,77 
±0,92**

18,71 
±0,65

20,04 
±0,73

20,07 
±0,71

18,69 
±0,75

19,29 
±0,98**

** Diferencias significativas a P ≤ 0,001. N.S. No existen diferencias significativas a P ≥ 0,05.

Gráfica D. Interacción entre diluyentes y la vitalidad espermática con respecto a la longitud 
de la cabeza espermática. Gráfica E. Interacción entre diluyentes y la vitalidad espermática 
con respecto al área de la cabeza espermática. 
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Gráfica F. Interacción entre diluyentes y la 
vitalidad espermática con respecto al perí-
metro de la cabeza espermática. 
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En las gráficas D, E y F se observan 
las interacciones entre los diluyen-
tes y la vitalidad. Las células muer-
tas en AndroMed tienden a mostrar 
una mayor longitud, área y períme-
tro de la cabeza espermática con 
respecto al Ovixcell, que eviden-
ciaron medidas inferiores. Por lo 
tanto, se observa que las células 
muertas en AndroMed tienen ma-
yor longitud, área y perímetro que 
las células vivas, probablemente 
debido a que la célula se hidrata 
por los componentes del medio, 
mientras que se deseca con el dilu-
yente Ovixcell. Las células muertas 
mostraron el tamaño de la cabeza 
más bajo como consecuencia de la 
pérdida de membrana, como des-
criben Marco-Jiménez et al., 2006. 

La posible reacción fisiológica pue-
de ser atribuida al estrés extracelu-
lar oxidativo, efectos del plasma 
seminal, que constituye la produc-
ción de radicales libres. Estos son 
sustancias del plasma seminal que 

F

protegen el espermatozoide en el 
proceso de criopreservación (Bar-
baros et al., 2013). 

La deshidratación progresiva de los 
espermatozoides, la alta propor-
ción de células con daño acroso-
mal y cambios en la distribución 
de enzimas en las membranas o 
diferencias en la estructura de la 
cromatina se pueden inducir en 
la criopreservación (Marti et. al., 
2011). La vitalidad espermática 
después de la descongelación de-
pende de muchos factores, como la 
técnica de congelación, la compo-
sición de los diluyentes, dilución, 
tiempos de congelación y método 
de descongelación (Aboagla y Te-
rada, 2004).

Las diferencias en el tamaño de 
la cabeza entre los espermatozoi-
des vivos y muertos posiblemente 
se deben a que estos últimos han 
modificado la función de la mem-
brana y han perdido parte de su 
contenido intracelular como resul-
tado de la degeneración (Gravance 
et al., 1998). 

Durante la fase de equilibrio, 
después de la adición del medio 
crioprotector, pero antes de la 
fase de congelación, las células 
inicialmente se encogen por 
el agua que fluye al exterior y 
luego se hinchan porque el agua 
y el crioprotector entran. Los 
espermatozoides vivos se encogen 
al llegar al equilibrio osmótico, 
dando como resultado una 
reducción menor a la del tamaño de 
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la cabeza de los espermatozoides 
muertos (Agca et al., 2002).

Marco-Jiménez et al., (2006) indi-
can que la reducción en las medi-
das de la cabeza espermática de 
longitud, área y perímetro se da 
durante la fase de enfriamiento; el 
ancho se afecta en la fase de con-
gelación y descongelación se pre-
sentan valores bajos. El gradiente 
osmótico a través de las membra-
nas del espermatozoide se genera 
durante el ciclo de congelación- 
descongelación; los daños ce-
lulares se producen durante la 

criopreservación: el efecto osmó-
tico y la formación de hielo intra-
celular. 

Los valores medios morfométricos 
obtenidos fueron superiores a los re-
portado por Gravance et. al.,(1998), 
Hidalgo et al., (2004, 2006) y Mar-
cos-Jiménez et al. (2006).

Por el resultado del presente estu-
dio, se observa que la morfología y 
la vitalidad se afectan por diluyen-
tes con lecitina de soya como el 
Ovixcell®. Se encontraron valores 
muy superiores con AndroMed®. 
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