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RESUMEN 

La baja fertilidad obtenida en pequeños rumiantes con el uso de semen criopreservado ha llevado 

a la búsqueda de metodologías alternativas de preservación de semen, como la congelación 

ultrarrápida de espermatozoides. Recientemente se desarrolló una nueva técnica de congelación 

ultrarrápida, anteriormente llamada vitrificación cinética, para la preservación de semen ovino y 

caprino en el Departamento de Reproducción Animal de INIA (Madrid, España). Este trabajo forma 

parte de una línea desarrollada en colaboración entre dicha institución y el Departamento de 

Fisiología de la Facultad de Veterinaria (UdelaR). El objetivo del presente trabajo fue comparar la 

efectividad de la congelación ultrarrápida y la congelación clásica para conservar semen de chivos 

en diferentes momentos del año. Durante un año se colectó semen de 10 chivos adultos de la raza 

de Gabón en forma quincenal mediante electroeyaculación. En las muestras frescas se procedió al 

análisis de diferentes parámetros seminales, incluyendo volumen, concentración, motilidad 

espermática en masa, calidad de la motilidad, porcentaje de espermatozoides mótiles, con 

motilidad progresiva, con membrana funcional, porcentaje de espermatozoides vivos, normales y 

con acrosoma íntegro, dañado y perdido. Luego se procedió a la purificación del semen fresco 

mediante centrifugación de gradientes de densidad (BoviDilute™ y BoviPure™), y en esta etapa se 

analizó la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides mótiles, con motilidad 

progresiva y espermatozoides normales de cada una de las muestras procesadas. Una vez 

purificadas las muestras seminales, se dividió cada una de ellas en dos alícuotas. A una de las 

alícuotas se le añadió el diluyente de congelación clásica (TCG + 6% yema de huevo + 5% glicerol), 

se mantuvo a 5 °C durante 3 h y se congeló, en pajuelas, mediante vapores de nitrógeno líquido; 

antes de proceder a su congelación se analizaron los mismos parámetros que en el semen fresco a 

excepción de volumen, concentración y motilidad espermática en masa. A la alícuota restante de 

cada muestra se le realizó el mismo procedimiento antes mencionado, con la salvedad de que se 

le agregó diluyente de congelación ultrarrápida (TCG + 6% yema de huevo + 100 mM sucrosa), se 

mantuvo a 5 °C durante 30 min y se congeló en pellets mediante disposición de gotas de semen 

diluido directamente en nitrógeno líquido. Las muestras fueron almacenadas en nitrógeno líquido 

(-196 °C) en pajuelas (congelación convencional) o en pellets dentro de criotubos (congelación 

ultrarrápida). A los 4 meses se procedió a su descongelación, y se analizaron los mismos 

parámetros que en el semen diluido, pero en esta etapa se utilizó el sistema ISAS (Sistema 

Integrado de Análisis Espermático) para la evaluación de la motilidad. Luego, el semen fue pasado 

a través de una columna de purificación, evaluando los mismos parámetros antes mencionados. 

Además, se colectaron muestras de sangre de forma semanal, para determinar las 

concentraciones séricas de testosterona. Los datos quincenales se agruparon como medias 

mensuales para todos los parámetros analizados con modelos mixtos. Se analizó la concentración 

de testosterona sérica a lo largo de los meses de colección, obteniéndose diferencias significativas 

(P<0,0001) y presentándose valores máximos durante los meses de abril y mayo. En relación a los 

parámetros seminales, el volumen de semen varió a lo largo de los meses de colección (P=0,002), 

alcanzando su valor máximo en el mes de julio. Se observaron diferencias significativas en la 

motilidad espermática en masa a lo largo de los meses de colección, disminuyendo sus valores 

desde octubre a noviembre, para luego mantenerse (P<0,0001). La calidad de la motilidad varió a 

lo largo de los meses de colección (P=0,008), observándose un aumento significativo de febrero a 
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marzo. La concentración espermática y los porcentajes de espermatozoides mótiles, con motilidad 

progresiva, con membrana funcional, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de 

espermatozoides normales, y de espermatozoides con acrosoma íntegro, dañado y perdido no 

variaron a lo largo del tiempo. Se presentaron diferencias significativas entre las técnicas a favor 

de la congelación clásica cuando se incluyó en el modelo el semen fresco, purificado y una vez 

añadido el correspondiente diluyente de congelación clásica/ultrarrápida (semen previo a la 

criopreservación) en el porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro (P<0,0001). Cuando 

se consideró la etapa de descongelación ultrarrápida/clásica, utilizándose como factores 

principales las técnicas, el tiempo, y sus interacciones, el semen preservado mediante congelación 

clásica tuvo mejor calidad de la motilidad (P=0,006), porcentaje de espermatozoides mótiles 

(P<0,0001), con motilidad progresiva (P<0,0001), con su membrana funcional (P=0,0007) y 

acrosoma íntegro (P=0,03). Cuando se analizó el semen descongelado luego de ser purificado, se 

obtuvieron diferencias significativas a favor de la congelación clásica en la calidad de la motilidad, 

el porcentaje de espermatozoides mótiles, con motilidad progresiva, con membrana funcional 

(P<0,0001, para todos los parámetros) y con acrosoma íntegro (P=0,001). A partir de los resultados 

obtenidos se concluyó que la técnica de congelación clásica fue más efectiva que la congelación 

ultrarrápida para la criopreservación de semen de chivos de Gabón.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

SUMMARY 

The low fertility rates obtained in small ruminants with the use of cryopreserved semen has led to 

the search of alternative semen preservation methodologies, such as the ultrafast sperm freezing. 

Recently, a new ultrafast freezing technique was developed, previously called kinetic vitrification, 

for the preservation of sheep and goat semen in the Departamento de Reproducción Animal of 

INIA (Madrid, Spain). This work is part of a research line developed in collaboration between this 

institution and the Departamento de Fisiología of the Facultad de Veterinaria (UdelaR). The aim of 

this study was to compare the effectiveness of ultrafast freezing and classical freezing to conserve 

semen at different times of the year. During one year semen of 10 adult Gabon bucks was 

collected on a biweekly basis by electroejaculation. In the fresh samples, we proceeded to the 

analysis of different seminal parameters, including volume, concentration, mass sperm motility, 

motility quality, percentage of motile sperm, with progressive motility, functional membrane, 

percentage of live sperm, normal and with acrosome intact, damaged and lost. Then the fresh 

semen was purified by centrifugation of density gradients (BoviDilute ™ and BoviPure ™), and at 

this stage the motility quality, the percentage of motile spermatozoa, with progressive motility 

and normal spermatozoa of each one were analyzed. of the processed samples. Once the seminal 

samples were purified, each was divided into two aliquots. The classic freezing diluent (TCG + 6% 

yolk + 5% glycerol) was added to one of the aliquots, kept at 5 ° C for 3 h and frozen, in straws, by 

liquid nitrogen vapors; Before proceeding to its freezing, the same parameters were analyzed as in 

fresh semen except for volume, concentration and mass sperm motility. To the remaining aliquot 

of each sample, the same procedure was carried out, except that ultrafast freezing diluent was 

added (TCG + 6% yolk + 100 mM sucrose), kept at 5 ° C for 30 min and frozen in pellets by placing 

drops of semen diluted directly in liquid nitrogen. The samples were stored in liquid nitrogen (-196 

° C) in straws (conventional freezing) or in pellets inside cryotubes (ultrafast freezing). After 4 

months, they were thawed, and the same parameters as in the diluted semen were analyzed, but 

in this stage the ISAS system (Integrated Spermatic Analysis System) was used for the evaluation of 

motility. Then, the semen was passed through a purification column, evaluating the same 

parameters mentioned above. In addition, blood samples were collected weekly to determine 

serum testosterone levels. The biweekly data were grouped as monthly means for all the 

parameters analyzed with mixed models. The serum testosterone concentration was analyzed 

throughout the months of collection, obtaining significant differences (P<0.0001) and presenting 

maximum values during the months of April and May. Regarding the seminal parameters, the 

volume of semen varied throughout the months of collection (P=0.002), reaching its maximum 

value in the month of July. Significant differences in mass sperm motility were observed 

throughout the months of collection, decreasing their values from October to November, and then 

remaining (P<0.0001). The quality of motility varied throughout the months of collection 

(P=0.008), with a significant increase observed from February to March. The sperm concentration 

and the percentages of motile sperm, with progressive motility, functional membrane, percentage 

of live sperm, percentage of normal sperm, and sperm with intact, damaged and lost acrosome did 

not vary over time. There were significant differences between the techniques in favor of classic 

freezing when fresh, purified semen was included in the model and once the corresponding classic 

/ ultrafast freezing diluent (semen prior to cryopreservation) was added in the percentage of 
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spermatozoa with acrosome full (P<0.0001). When the ultrafast / classical thawing stage was 

considered, using techniques, time, and their interactions as main factors, semen preserved by 

classical freezing had better motility quality (P=0.006), percentage of motile spermatozoa 

(P=0.0001), with progressive motility (P<0.0001), with its functional membrane (P=0.0007) and full 

acrosome (P=0.03). When the thawed semen was analyzed after being purified, significant 

differences were obtained in favor of the classic freezing in the quality of the motility, the 

percentage of motile spermatozoa, with progressive motility, with functional membrane 

(P<0.0001, for all the parameters) and with complete acrosome (P=0.001). From the results 

obtained, it was concluded that the classic freezing technique was more effective than the 

ultrafast freezing for the cryopreservation of semen from Gabon bucks. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1.  Regulación neuroendocrina de la reproducción en machos 

El hipotálamo es un centro neuronal que permite la modulación de una amplia gama de 

sistemas fisiológicos, manteniendo un medio interno relativamente constante. El hipotálamo en 

conjunto con la hipófisis o glándula pituitaria y las gónadas constituyen el llamado eje hipotálamo-

hipófiso-gonadal. Este eje es capaz de integrar señales endógenas y señales ambientales o 

exógenas. Las señales endógenas son aquellas inherentes al propio individuo, como lo son la raza, 

la especie y el sexo. En cambio, las señales ambientales están relacionadas a la disponibilidad de 

alimentos, a las relaciones sociales, a la latitud, a los ciclos de luz/oscuridad, a la temperatura, a la 

humedad y a los períodos de lluvias (Bronson, 1989).  

El control primario del eje es ejercido por un decapéptido conocido como hormona 

liberadora de gonadotrofinas (GnRH) que se localiza en el área anterior del hipotálamo conocida 

como área preóptica. En estudios realizados con ratones mutantes knockout para el gen que 

codifica la GnRH se demostró la importancia de esta hormona en relación a la reproducción, ya 

que la ausencia de GnRH genera hipogonadismo hipogonadotrópico e infertilidad (Mason et al., 

1986; Bouligand et al., 2009). La GnRH es producida por un grupo de neuronas hipotalámicas que 

no forman un núcleo definido pero muestran una organización dispersa en el hipotálamo 

mediobasal. Los axones de estas neuronas hacen contacto con los vasos porta hipotálamo-

hipofisarios y liberan la GnRH en forma pulsátil al torrente sanguíneo en dirección a la 

adenohipófisis (Marshall et al., 1991). A nivel de la adenohipófisis, la GnRH interactúa con 

receptores específicos acoplados a proteínas G (GnRHR) presentes en las células gonadotropas, 

induciendo la liberación de la hormona luteinizante (LH) y la hormona folículo estimulante (FSH) 

(Millar, 2005). La LH y la FSH son glucoproteínas que poseen 2 cadenas proteicas de gran tamaño 

llamadas alfa y beta. La cadena alfa es igual en ambas moléculas y la cadena beta es la que le da el 

carácter específico (Pierce y Parsons, 1981). La GnRH cumple un rol fundamental en la regulación 

de la reproducción al ser la encargada de estimular la secreción de FSH y de LH, que son las 

hormonas que van a permitir el desarrollo normal de la actividad espermatogenética (ver revisión: 

Tilbrook y Clarke, 2001).  

A nivel del testículo, las dos gonadotropinas (FSH y LH) median sus acciones a través de 

receptores transmembrana específicos, FSH-R y LH-R respectivamente (Orth y Christensen, 1977). 

El FSH-R se expresa predominantemente en las células de Sertoli, dentro de los túbulos 

seminíferos, mientras que el LH-R se expresa en las células de Leydig que poseen una localización 

intersticial. Tanto la FSH (directamente) como la LH (indirectamente al estimular la secreción de 

testosterona) actúan sobre la espermatogénesis. La LH es secretada en forma pulsátil, es decir, se 

secreta en gran cantidad durante períodos breves que se alternan con períodos de reposo en los 

que alcanza niveles basales de secreción (Muduuli et al., 1979; Clarke y Cummins, 1982). Los 

cambios bruscos en las concentraciones de LH estimulan a las células de Leydig del testículo, 

responsables de la secreción de testosterona.  

La testosterona es una hormona esteroidea, esencial para la espermatogénesis, pero 

también participa en la maduración, transporte y eyaculación de los espermatozoides (Griswold y 

McLean, 2006). Los caracteres sexuales secundarios como el aumento de la masa muscular (a 



9 
 

través de un efecto anabólico sobre el metabolismo proteico), el crecimiento del pelo, la 

agresividad, entre otros, son dependientes de la testosterona (Hedger y Hales, 2006). Por otra 

parte, el blanco de acción de la FSH, como se mencionaba anteriormente, son las células de 

Sertoli, que se ubican en los túbulos seminíferos, las que constituyen un apoyo estructural y 

generan protección inmunológica para las células germinales (ver revisión: Mruk y Cheng, 2004).  

La FSH y la testosterona actúan en las células de Sertoli ejerciendo el control primario de la 

espermatogénesis.  Estudios realizados por el grupo de trabajo de O´Shaughnessy et al. (2010) al 

cruzar ratones hipogonadales con ratones carentes de receptores de andrógenos, revelaron que la 

FSH aumenta el número de células germinales (espermatogonias y espermatocitos). Además, la 

acción sinérgica de la FSH y los andrógenos tiene un efecto en la maduración de células germinales 

meióticas y postmeióticas (Haywood et al., 2003). A partir de otros experimentos realizados con 

ratones deficientes en la subunidad beta se sugirió que la FSH no es indispensable para mantener 

la fertilidad (Kumar et al., 1997; Siegel et al., 2013). En este caso el desarrollo sexual es normal, 

pero disminuye el volumen testicular asociado con una disminución del número de células de 

Sertoli y de espermatozoides. Por tanto, la presencia de andrógenos es fundamental para que se 

lleve a cabo una correcta espermatogénesis. 

1.2.  Estacionalidad reproductiva 

Algunas especies de mamíferos presentan cambios estacionales en su actividad 

reproductiva, incluyendo un período de reposo sexual estacional de intensidad y de duración 

variables. Las especies con este tipo de reproducción son capaces de restringir la actividad 

reproductiva al momento del año en el que son capaces de cubrir necesidades energéticas más 

altas de forma que la parición se produzca en el momento más ventajoso del año. La evolución ha 

llevado a que en algunas especies la reproducción ocurra durante períodos restringidos del año, 

influidos fundamentalmente por el clima, la disponibilidad de alimento y las presiones predatorias 

(Bronson, 1989). Por ello, existen diversos factores que van a influir en la determinación de la 

época de reproducción, pero la variación de las horas de luz es una de las señales más importantes 

debido a su alto valor de predictibilidad (Thiéry et al., 2002). 

El período de exposición diaria a la luz determina el tiempo de liberación de melatonina 

(Arendt, 1998). La melatonina es una hormona sintetizada por la glándula pineal a partir del 

aminoácido triptófano (Arendt, 1998). La información lumínica es transmitida desde la retina a 

través del nervio óptico, llegando al núcleo supraquiasmático, y produciendo la síntesis y secreción 

de melatonina durante las horas de oscuridad. La melatonina actúa a nivel hipotalámico 

modulando la secreción pulsátil de GnRH (Lincoln, 1992; Malpaux et al., 1997). 

En pequeños rumiantes las variaciones en el fotoperiodo son uno de los principales 

factores medioambientales determinantes en la regulación de la actividad reproductiva. Los 

ovinos y los caprinos se caracterizan por ser especies con reproducción poliéstrica estacional y su 

estación reproductiva comienza cuando las horas de luz disminuyen (Evans y Maxwell, 1990). Al 

aumentar las horas de oscuridad se incrementa el tiempo de liberación de melatonina, lo que 

provoca un estímulo de liberación de GnRH, y como consecuencia de las gonadotrofinas. Este 

aumento de secreción de gonodatrofinas va a provocar un aumento del tamaño testicular (Lincoln 

et al., 1981) de la actividad de las glándulas accesorias (Goeritz et al., 2003) y de la calidad 
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seminal. En los machos la espermatogénesis no se detiene sino que simplemente disminuye la 

producción de espermatozoides (Dacheux et al., 1981). Además, en los machos la actividad del eje 

hipotálamo-hipófiso-gonadal se intensifica unos meses antes de que las hembras comiencen a 

ciclar (Bronson, 1989) de forma de asegurar la reproducción.  

El patrón de reproducción estacional de los caprinos varía en función de la latitud en la que 

se desarrolló la raza. Aquellos caprinos que se localizan en latitudes altas, mayores a 35°, 

presentan una marcada estacionalidad reproductiva (Hafez, 1952; Arroyo, 2011). Por el contrario, 

aquellas razas que habitan la zona ecuatorial o zona mediterránea, presentan una estacionalidad 

poco marcada e incluso a veces inexistente (Arroyo, 2011).  

El Uruguay se encuentra en una zona subtropical, entre los paralelos 30° y 35° de latitud 

Sur, el sur del Uruguay está en la transición subtropical-templada. La estacionalidad reproductiva de 

los caprinos ocurre en los meses de verano y todo el otoño-invierno, que es cuando la cantidad de 

horas de luz disminuye (ver revisión: Menchaca y Ungerfeld, 2010). Los chivos de Gabón son una 

raza de cabra enana originaria del oeste de África. Oppong y Yebuah (1981) y Kanhum (2006) 

afirman que esta raza de chivos no es estacional en base a estudios realizados en Ghana y en 

Pakistán.  

En nuestro país se encuentra una población de esta raza de chivos en el “Parque Lecocq” 

de Montevideo. Los chivos utilizados en esta Tesis provienen de esta población. Se realizaron 

registros de los nacimientos ocurridos en el Parque Lecocq entre 2005 y 2013, determinándose el 

patrón anual de partos (Giriboni, 2014). Se observó que los partos se concentran en 2 meses: 

mayo (finales de otoño) y setiembre (inicio de la primavera) (Figura 1A). Este patrón anual de 

partos permitió determinar el período de celos fértiles de las hembras (Giriboni, 2014; Figura 1B). 

Estos antecedentes son los únicos en nuestro país respecto a esta raza de chivos, y en función a 

ellos se sugiere que poseen una estacionalidad reproductiva poco marcada.  

 

 

 
 

Figura 1. Patrón anual de partos y de celos fértiles calculados en la población de cabras de Gabón del Parque Lecocq, Montevideo, 

Uruguay, lugar de donde provinieron los machos utilizados en este trabajo. Tomado de Giriboni (2014).   

 

1.3.  Influencia de la testosterona sobre los parámetros seminales  

 

La concentración de testosterona plasmática varía estacionalmente (Goeritz et al., 2003; 

Toledano et al., 2007). El tamaño testicular y las concentraciones de testosterona comienzan a 

aumentar antes de que comience la estación reproductiva de las hembras (Langford et al., 1987; 

Delgadillo et al., 2004). La testosterona es una hormona necesaria para el comportamiento sexual 
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normal, la función testicular y el desarrollo muscular. Los niveles de testosterona controlan tanto 

la liberación de GnRH como de gonadotrofinas, y por ende su propia secreción, a través de un 

sistema de retroalimentación negativa. Cuando las concentraciones de testosterona son altas este 

sistema disminuye su producción debido a la inhibición que se produce sobre el hipotálamo y la 

adenohipófisis.   

Por ende, en las especies con reproducción estacional el período del año es un factor 

determinante de la calidad seminal de los machos. Por ello se han desarrollado técnicas que 

permiten minimizar el efecto de la estacionalidad, como ser los bancos de germoplasma 

(espermatozoides y ovocitos).  

 

1.4.  Plasma seminal 

 

El plasma seminal es la fracción líquida del semen, la que es producida por los testículos, el 

epidídimo y las glándulas sexuales accesorias a lo largo de su trayecto por las vías genitales 

masculinas.  Las glándulas sexuales accesorias son las encargadas de producir la mayor cantidad 

del volumen del eyaculado. Los diferentes componentes que darán lugar al plasma seminal van a 

variar a lo largo de todo su trayecto desde los testículos hasta su excreción, por lo que su 

composición final podrá ser más o menos dañina para la preservación del semen congelado. Esta 

variación en la composición del eyaculado generada por los distintos aportes de las glándulas 

sexuales accesorias es una de las posibles causas que explican la gran variabilidad en la 

preservación de semen entre distintos machos de una misma especie (Muiño – Blanco et al., 

2008). El plasma seminal influye en algunas características de la membrana del espermatozoide y 

su crioresistencia (Jobim et al., 2004), en la motilidad (Sias et al., 2005), la capacitación y la 

reacción acrosómica (Sias et al., 2005), lo que en última instancia afecta su capacidad de 

fertilización. El plasma seminal también participa en la protección, el mantenimiento y provee de 

energía a los espermatozoides (Huyen et al., 2018).  

El plasma seminal está compuesto por carbohidratos como glucosa y fructuosa, lípidos, 

proteínas y aminoácidos, hormonas, calcio y enzimas, entre otros. La composición del plasma 

seminal varía en las diferentes especies. En los chivos, el plasma seminal contiene una fosfolipasa 

(BUSgp60), secretada por las glándulas bulbouretrales, que puede hidrolizar los fosfolípidos de 

membrana de los espermatozoides reduciendo su crioresistencia (Pellicer-Rubio y Combarnous, 

1998). El plasma seminal también reduce la supervivencia espermática debido a la producción de 

una toxina derivada de los fosfolípidos en los diluyentes que contienen yema de huevo (Sias et al., 

2005). Los diluyentes son sustancias de composición más o menos compleja que permiten 

preservar las características seminales. En un comienzo, Roy (1957) atribuyó el efecto perjudicial 

del plasma seminal a una enzima secretada por las glándulas bulbouretrales. Debido a que esta 

enzima indujo la coagulación de la yema de huevo se la llamo “enzima coaguladora de yema de 

huevo” (egg yolk-coagulating enzyme). Más tarde, se propuso que una proteína de unos 40-60 

kDa secretada por la glándula bulbouretral era la responsable de este efecto (Nunes et al., 1982). 

Finalmente esta proteína fue purificada por Pellicer-Rubio et al. (1998). 

Kozdrowski et al. (2007) demostraron que la eliminación del plasma seminal mejora la 

motilidad espermática antes de un procedimiento de criopreservación. La centrifugación y la 

remoción parcial del plasma seminal previo a su refrigeración a 5°C resultan en una mejoría en los 
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parámetros de motilidad espermática. Esto sugiere que es necesaria una baja concentración de 

plasma seminal, o el uso de un sustituto de éste, para mantener las características de motilidad 

espermática (Rigby et al., 2001; Akcay, 2006). La forma más efectiva de remoción del plasma 

seminal en chivos, es el uso de centrifugación por gradientes de densidad (Santiago-Moreno et al., 

2017). La adición de yema de huevo al diluyente antes de la congelación tiene efectos positivos en 

el metabolismo espermático (Aboagla y Terada, 2004; Dziekonska et al., 2017), razón por la que se 

sigue utilizando yema de huevo en los protocolos de congelación clásica.  

Además la estacionalidad genera cambios en la secreción por parte de las glándulas 

accesorias que pueden influir en el volumen secretado y en la composición del plasma seminal 

(Strzezek, 2002), así como en la variable respuesta estacional de los espermatozoides a los 

procesos de congelación, cuando se utilizan diluyentes con yema de huevo (Coloma et al., 2010a). 

Existen cambios estacionales en la composición de las proteínas del plasma seminal (La Falci et al., 

2002), pero también hay variaciones en la concentración de calcio, fósforo y colesterol (Dias et al., 

2017). 

 

1.5. Criopreservación espermática 

La criopreservación espermática es una técnica que permite el almacenamiento de 

espermatozoides durante un tiempo indefinido (Gao y Critser, 2000). El uso de semen 

criopreservado ha optimizado su uso por parte de los productores ganaderos, mejorado 

programas genéticos y permitido la conservación de recursos zoogenéticos (Gómez et al., 2006).  

Sin embargo, la principal desventaja de la criopreservación es la disminución de la fertilidad en 

comparación con el semen fresco debido a los cambios morfo-funcionales que experimentan los 

espermatozoides (Maxwell y Watson, 1996; ver revisión: Stornelli et al., 2005).   

Los espermatozoides sometidos a esta técnica disminuyen la calidad de su motilidad 

(Kayser et al., 1992; Leboeuf et al., 2000). Además durante el proceso de 

congelación/descongelación se produce una desestabilización de la membrana celular que 

desencadena la reacción acrosómica (Vázquez, 2002). Esta reacción acrosómica es un proceso 

fisiológico clave para la fertilización, pero también puede generarse debido a un deterioro celular 

por el uso de agentes físicos o químicos (Tasseron et al., 1977), por lo que luego los 

espermatozoides serán menos fértiles. Por ello es importante el uso de protocolos adecuados de 

criopreservación.  

A lo largo de los años se han desarrollado diversas técnicas que permiten disminuir el daño 

celular. Actualmente hay dos métodos de criopreservación (Arav, et al., 2002): la congelación 

clásica y la vitrificación, técnica actualmente en desarrollo. El método de congelación de semen 

clásico consiste en someter a las células a un proceso de enfriamiento progresivo. A bajas 

temperaturas el metabolismo celular disminuye, permitiendo la conservación de células a largo 

plazo (Gao y Critser, 2000). Sin embargo, el proceso de congelación/descongelación afecta la 

calidad y viabilidad de los espermatozoides, especialmente en pequeños rumiantes, y por tanto, 

disminuye las tasas de fertilidad cuando dicho semen es utilizado para inseminar. Básicamente, el 

proceso genera daños ultraestructurales, bioquímicos y funcionales que afectan a los 

espermatozoides (Leboeuf et al., 2000). En cambio, la vitrificación se basa en la solidificación del 

medio y de las células debido a un aumento de la viscosidad evitando la formación de cristales de 
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hielo (Bajo y Coroleu, 2009). En dicha técnica, las células son sometidas a un enfriamiento brusco, 

lo que simplifica enormemente el proceso práctico.  

 

1.5.1.  Factores que afectan el resultado de la criopreservación espermática  
 

Durante la etapa de congelación–descongelación los espermatozoides experimentan varios 

ciclos de deshidratación e hidratación; estos cambios de volúmenes están asociados a las 

concentraciones de iones y electrólitos tanto dentro como fuera de la célula (Leivo y Bradley, 

1999). Los cambios de volumen son uno de los factores que afectan la viabilidad de los 

espermatozoides y que explican por qué la fertilidad del semen congelado es menor a la del 

semen fresco (Tittarelli, 2014). Por tanto, existen diversos factores que influyen en la 

criopreservación espermática, como la velocidad de enfriamiento, el shock de frío, la composición 

de los diluyentes y el estrés osmótico (Morris et al., 2012). 

Un enfriamiento lento genera estrés sobre la membrana celular, lo que se relaciona con 

cambios en la fase lipídica de la membrana, lo que a su vez altera su funcionalidad. Una forma de 

disminuir el efecto del shock de frío es incluir yema de huevo en el diluyente a emplear. La yema 

de huevo posee lipoproteínas de baja densidad capaces de generar una película protectora al 

unirse a los espermatozoides (Kampscmidt et al., 1953; Watson, 1976; Quinn, et al., 1980; Graham 

y Foote, 1987, Dziekooska et al., 2017) minimizando el daño por shock de frío. 

Para lograr una mayor tasa de supervivencia espermática durante el proceso de 

congelación-descongelación es importante seleccionar los crioprotectores más adecuados en los 

diluyentes a utilizar (Criste, 2011). Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles que 

disminuyen el punto eutéctico del semen diluido (García y Vila, 1984). El descenso del punto 

eutéctico implica que los espermatozoides alcanzan la máxima concentración de solutos a una 

menor temperatura permitiendo que los espermatozoides se deshidraten y sufran un menor 

estrés osmótico (Boiso, 2001). El crioprotector más utilizado es el glicerol, pero genera estrés 

osmótico siendo capaz de estimular la reacción acrosómica. El glicerol ingresa al espermatozoide a 

través de un canal de acuaporina denominado acuaporina 7 (Ishibashi, et al., 1997) y de esta 

forma reemplaza el agua intracelular. El ingreso de glicerol a la célula, en conjunto con una 

velocidad de enfriamiento lenta, reducen la formación de cristales de hielo intracitoplasmáticos 

(Salamon y Maxwell, 2000). Gao et al. (1993) demostraron que el estrés generado por el glicerol 

puede reducirse incorporando el glicerol en etapas durante el proceso de criopreservación.  

También hay factores que influyen en la buena conservación de esas células, pero que 

están relacionados a la propia especie, raza e individuo (Thurston et al., 2002; Criste, 2011), 

presentándose variaciones incluso entre los eyaculados del mismo individuo. Estas variaciones se 

deben a diferencias en la composición de lípidos de la membrana celular espermática y en la 

composición del plasma seminal de cada individuo. Además, en especies con reproducción 

estacional como los ovinos y los caprinos, la secreción de las principales hormonas reproductivas 

(gonadotrofinas y testosterona), así como las variables seminales anteriores se modifican en forma 

importante a lo largo del año (Dufour et al., 1984; Hellgren et al., 1989; Hammoudi et al., 2010; 

Sarlós et al., 2013). La intensificación de la actividad reproductiva previo al comienzo de la 

estación es capaz de aumentar favorablemente los parámetros seminales por lo que los 

espermatozoides producidos durante este período tienen una mayor crioresistencia que aquellos 
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producidos fuera de la estación reproductiva. Sin embargo, se ha sugerido que la testosterona en 

altas concentraciones es capaz de hacer más inestables los procesos deletéreos que acontecen 

durante la congelación-descongelación concretamente aquellos relacionados con los cambios de 

volumen celular, con la salida y entrada de agua, y del crioprotector (Coloma et al., 2010b). Por lo 

que el semen colectado previo a la estación reproductiva va a poseer una menor crioresistencia en 

parte debida al aumento de testosterona.  

 

1.5.2. Vitrificación espermática (“congelación ultrarrápida”) 
 

 La vitrificación es la solidificación de un líquido provocada por un aumento de la viscosidad 

durante el enfriamiento (Fahy, 1984) y sin la formación de cristales de hielo (Luyet y Hoddap, 

1938). Existen 3 factores que van a influir sobre el proceso de vitrificación: la velocidad de 

enfriamiento, la viscosidad y el volumen. Una disminución del volumen y un aumento tanto de la 

velocidad de enfriamiento como de la viscosidad favorecerán una mejor vitrificación (Arav et al., 

2002).  

En estudios previos realizados por el grupo de trabajo dirigido por Julián Santiago-Moreno 

(INIA, Madrid, España) se mejoró el resultado de la técnica de vitrificación cinética con la invención 

de un dispositivo patentado (DDP70®) para calentar rápidamente la muestra vitrificada. La 

vitrificación en equilibrio, en conjunto con altas concentraciones de crioprotectores, determinó 

bajos resultados de viabilidad espermática. Sin embargo, debido a que con volúmenes pequeños la 

tasa de enfriamiento es mayor (Bajo y Coroleu, 2009), se lograron buenos resultados de viabilidad 

seminal al utilizar velocidades ultrarrápidas (mayores a 10.000 °C/min) mediante la inmersión de 

pequeños volúmenes de muestras seminales diluidas con medios vitrificantes en nitrógeno 

líquido. En este sentido, un porcentaje importante de los espermatozoides sometidos a 

vitrificación/calentamiento son capaces de mantener su capacidad fecundante, y por tanto, de 

que se logre una buena tasa de fertilidad (Pradiee et al., 2015). Sin embargo, en estudios recientes 

realizados en el INIA (Madrid, España) se ha demostrado la formación de cristales de hielo en el 

medio extracelular de los espermatozoides, al menos cuando se utilizan volúmenes de 50 µl, razón 

por la que esta técnica pasó a denominarse “congelación ultrarrápida”, debido a que no se logra la 

vitrificación del medio. La implementación de la congelación ultrarrápida para conservar el semen 

de animales de producción tiene como ventaja práctica la sencillez de su aplicación. Por tanto, la 

congelación ultrarrápida se presenta como una alternativa a la congelación clásica.  
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2. HIPÓTESIS 

La congelación ultrarrápida es una alternativa a la congelación clásica que permite alcanzar 

buenos resultados de preservación espermática a lo largo del año en chivos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general  

Comparar la efectividad de la congelación ultrarrápida (CU) y la congelación clásica (CC) de 

semen de chivos de Gabón colectado durante todo el año. 

3.2. Objetivos específicos  

• Analizar y comparar a lo largo del año, las muestras seminales frescas, luego de purificadas, 

luego de agregado el correspondiente diluyente, una vez descongeladas mediante la técnica de 

CU/CC, y luego de ser purificadas nuevamente. 

• Comparar a lo largo del año los daños celulares (calidad de la motilidad, porcentajes de 

espermatozoides mótiles y con motilidad progresiva, porcentaje con integridad de su acrosoma, 

porcentaje de espermatozoides vivos, con su membrana funcional y morfológicamente normales) 

generados por la CU y la CC.  

• Analizar las variaciones de testosterona plasmática a lo largo del año y su asociación con el 

resultado de la CU y CC. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1.  Animales y su manejo 

Se utilizaron 10 chivos de Gabón adultos, de 7 a 9 años de edad y con un peso corporal de 

30,6 ± 1,6 kg (media ± EE) durante un período de 12 meses. Los chivos se mantuvieron en corrales 

de 15 x 10 m, en las instalaciones del Departamento de Fisiología de la Facultad de Veterinaria. Los 

animales fueron alimentados con fardos de alfalfa y dispusieron de agua ad libitum. Todos los 

procedimientos realizados fueron aprobados por la Comisión de Experimentación en el Uso de 

Animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria. 

 

4.2.  Colección seminal 

 

Se colectaron muestras seminales en forma quincenal mediante electroeyaculación. El 

semen se colectó utilizando una sonda rectal de 300 mm de largo x 9 mm de diámetro, con 3 

electrodos longitudinales de cobre de 30 mm de longitud (Fuhijira Industry, Tokyo, Japan) 

realizando series de 10 pulsos (4-5 s por pulso) de estímulo, con intervalos de descanso de 2-3 s 

por serie. La intensidad del voltaje fue en aumento desde 1 V hasta la eyaculación. Previo a 

realizar la electroeyaculación, se vació el recto de heces y se lavó el prepucio para evitar que se 

contaminara la muestra seminal. Una vez obtenida la muestra seminal, se la dividió en dos 

alícuotas. Una de ellas se congeló mediante la técnica de congelación ultrarrápida (CU) y la otra 

alícuota de la muestra se congeló con el procedimiento tradicional (CC), y se evaluaron 

parámetros seminales de semen fresco, purificado, luego de agregado el diluyente de CU/CC, una 

vez descongelado mediante la técnica CU/CC, y luego de ser purificados nuevamente.  

 
4.3.  Evaluación de semen fresco y purificado 

 
Una vez colectado el semen se procedió a la evaluación inmediata de cada muestra. En 

primer lugar, se determinó la motilidad espermática de masa (Nikon, modelo Eclipse E200, 

Shanghai, China con un aumento de 4x) asignándose una escala entre 0 y 5 de acuerdo a la 

cantidad de remolinos y la velocidad de movimiento de los mismos. La calidad de la motilidad se 

determinó, asignando una escala que va del 0 al 5, siendo 0 cuando no hay movimiento de 

espermatozoides y 5 cuando el movimiento es muy rápido (Fernández et al., 2013) y también se 

determinó el porcentaje de espermatozoides mótiles y con motilidad progresiva. Se evaluó la 

funcionalidad de la membrana utilizando una solución hipoosmótica (HOST) que luego de 

incubada se fijó en formol- citrato (Jeyendran et al., 1984). También se fijó una muestra en formol-

citrato para posteriormente determinar el porcentaje de espermatozoides morfológicamente 

normales y de espermatozoides con integridad acrosómica.  Se colocó una gota de la muestra 

colectada junto con una gota de eosina-nigrosina, en un portaobjetos para realizar un frotis y 

evaluar vitalidad espermática.  

Antes de realizar la dilución de la muestra seminal, se procedió a realizar una purificación 

previa con Bovipure y Bovidilute (Nidacon, Mölndal, Suecia). Para ello, se determinó la 

concentración de espermatozoides a partir de la muestra fijada en formol-citrato en la cámara de 
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Neubauer. La utilización de diferentes volúmenes de Bovipure y Bovidilute permitió la preparación 

del gradiente de densidad: Bottom (8 mL Bovipure + 2 mL Bovidilute) y Top (4 mL Bovipure + 6 mL 

Bovidilute). Luego, se procedió a añadir un 1mL de la columna de purificación (0,5 mL de Bottom y 

0,5 mL de Top) por cada 333 x 106 espermatozoides presentes en la alícuota. En un tubo falcon 

limpio se agregó el volumen calculado de Bottom, y a continuación, con mucho cuidado se añadió 

el volumen de Top, dejándolo escurrir por la pared del tubo. Por último se añadió todo el volumen 

de semen colectado y se procedió a centrifugar a 2000 rpm (300 G) durante 20 min. Una vez 

transcurrido este tiempo, se retiró el sobrenadante del tubo, dejando el pellet para analizar. 

A partir de este pellet se evaluó la calidad de la motilidad, se determinó el porcentaje de 

espermatozoides mótiles y mótiles progresivos, y se realizó una fijación en formol-citrato para 

evaluar el porcentaje de espermatozoides normales. 

 

4.4.  Adición del diluyente, congelación clásica, descongelación y purificación 
 
A partir de la muestra fijada en formol-citrato se determinó la concentración espermática 

en la cámara de Neubauer, y se calculó el total de espermatozoides en el eyaculado. Se utilizaron 

pajuelas de 0,25 mL en las que se incluyó una concentración de 100 millones de espermatozoides. 

De esta forma se calculó la cantidad de diluyente necesaria para criopreservar un mínimo de 4 

pajuelas de semen.  

Las muestras fueron diluidas con un diluyente TCG (pH 6,9; 345 mOsm/kg) preparado 

previamente en el Laboratorio de Fisiología de Facultad de Veterinaria, constituido por Tris (313,7 

mM), ácido cítrico (104,7 mM) y glucosa (30,3 mM)  al que se le añadía como aditivo yema de 

huevo (6%, v/v) y glicerol como crioprotector penetrante (5%, v/v). Las muestras permanecieron a 

5 °C durante 3 h, y posteriormente se evaluaron los mismos parámetros que con el semen fresco. 

Luego se colocaron las muestras en pajuelas, y éstas fueron colocadas en vapores de nitrógeno (-

80 °C) durante 10 min, y por último, se las colocó directamente en nitrógeno líquido (-196 °C) para 

poder almacenarlas en el tanque de nitrógeno antes de su descongelación.  

Las muestras se mantuvieron congeladas durante 4 meses y al momento de la 

descongelación se evaluaron los mismos parámetros que en el semen fresco, utilizándose los 

mismos criterios.  Además, para la motilidad espermática se realizó una evaluación mediante el 

sistema ISAS (Sistema Integrado de Análisis Espermático, ISAS V1, PROISER, Valencia, España). Para 

la descongelación se retiraron las pajuelas del nitrógeno líquido, manteniéndolas durante 10 s a 

temperatura ambiente y colocándolas a 37 °C durante 30 s. Luego se secaron las pajuelas y se 

cortó uno de los extremos, colocándola en un tubo eppendorf, para posteriormente cortar el otro 

extremo para liberar el semen. Además se realizó la purificación de estas muestras (de la misma 

forma que se realizó con el semen fresco) y se evaluaron los mismos parámetros seminales que en 

el semen fresco y descongelado; también se utilizó el sistema ISAS para evaluar los parámetros de 

motilidad espermática. 

 

4.5.  Adición del diluyente, congelación ultrarrápida, descongelación y purificación 
 

Para la CU, se adicionó el diluyente correspondiente (TCG + 6% yema de huevo + 100 mM 

sucrosa) a la segunda alícuota seminal. Las muestras fueron colocadas durante 30 min a 5 °C, y se 
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evaluaron las mismas características que en las muestras con diluyente de congelación. La CU se 

realizó en pellets mediante la disposición de gotas de 50 μL de la muestra espermática diluida 

directamente sobre nitrógeno líquido. Los pellets fueron almacenados en criotubos para luego ser 

colocados en el tanque de nitrógeno.  

La descongelación se realizó a una temperatura de entre 65 y 70 °C mediante un 

dispositivo de descongelación ultrarrápida (DDP70; Figura2). Primero se procedió a abrir los 

criotubos dentro del nitrógeno líquido y los pellets se colocaron en un colador. Luego, con mucho 

cuidado se tomó cada uno de los pellets y con una pinza se colocaron en el DDP70 en forma 

individual. Al contacto con la paleta caliente del DDP70 los pellets se convirtieron en gotas que 

cayeron a un vaso de bohemia colocado por debajo de las paletas del DDP70. Al momento de la 

descongelación ultrarrápida (DU) se analizaron las mismas características seminales que en la 

descongelación clásica (DC), y se utilizó el sistema ISAS para determinar motilidad espermática. 

Finalmente, se procedió a la fijación de muestras y su purificación.  

 

 
                  Figura 2. Dispositivo de descongelación ultrarrápida (DDP70) 

4.6.  Colección de sangre y medición sérica de testosterona  
 
Se colectó sangre semanalmente, siempre a las 08:00 am, por venopunción yugular. Una 

vez obtenidas las muestras sanguíneas, se centrifugaron durante 10 min a 300 G. Luego se extrajo 

el suero, el que se almacenó en tubos eppendorf a -20°C para la posterior medición de 

testosterona sérica mediante radioinmunoanálisis (RIA).  

El análisis de RIA se realizó en el Departamento de Reproducción Animal del INIA (Instituto 

Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria, Madrid, España). Se utilizaron 

alícuotas de suero de 100 µL por duplicado tal como se describió previamente (Santiago-Moreno 

et al., 2005). Luego, se procedió a la medición de cada una de las muestras en el Contador de 

Centelleo Líquido (TRI-CARB 2100TR), incluyéndose la medición de la curva patrón. El límite de 

detección del ensayo fue de 0,02 nmol/L y el coeficiente de variación intra-ensayo fue de 18% y el 

inter-ensayo de 13%. 
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4.7.  Análisis de datos  
 
Los análisis estadísticos se realizaron con el software SAS (Statistical Analysis Software, 

Visual Statistics, Carolina del Norte, EEUU) utilizándose un modelo mixto. Los datos quincenales se 

agruparon como medias mensuales para todos los parámetros analizados. Se realizó un análisis de 

los parámetros de semen fresco considerando como factor principal el tiempo correspondiente a 

los meses de colección. Para el análisis de concentración sérica de testosterona también se 

consideró al tiempo como el factor principal. 

Se analizaron los parámetros seminales a lo largo de las diferentes etapas del proceso de 

criopreservación. En un análisis se consideró como factores principales las técnicas (CU/CC), las 

etapas de semen previas a la criopreservación (semen: fresco, purificado y una vez añadido el 

correspondiente diluyente de CU/CC), y el tiempo (que corresponde a los meses de colección). 

Además se consideraron las respectivas interacciones entre los distintos factores. En otro de los 

análisis, se consideró la etapa de DU/DC, utilizándose como factores principales las técnicas 

(CU/CC) y el tiempo (correspondiente a los meses de colección), junto con sus respectivas 

interacciones. Se realizó otro análisis únicamente de la etapa de purificación del semen DU/DC, en 

la que se consideró como factores principales a las técnicas (CU/CC) y el tiempo (correspondiente 

a los meses de colección), junto con sus respectivas interacciones.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1.  Cambios estacionales en la concentración de testosterona y las características del semen 

fresco 

Las concentraciones de testosterona variaron de acuerdo al mes (P<0,0001; Figura 3). Se 

observó un aumento progresivo del valor de la concentración de testosterona de octubre a enero, 

alcanzándose valores máximos en abril y mayo.  

 

Figura 3. Concentración de testosterona de muestras de suero sanguíneo de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. 

Las muestras fueron colectadas quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan 

como media de los mínimos cuadrados ± EEM de la muestra de suero sanguíneo. Diferentes letras indican diferencias significativas 

a lo largo de los meses de colección P<0,05.   

 

5.1.1. Parámetros seminales de semen fresco  

El volumen de semen varió a lo largo de los meses de colección (P=0,002; Figura 4A). El 

patrón general indica un aumento progresivo de los valores hasta el mes de junio, alcanzando su 

valor máximo en el mes de julio. Se observaron diferencias significativas en la motilidad 

espermática en masa a lo largo de los meses de colección, disminuyendo sus valores desde 

octubre a noviembre, para luego mantenerse (P<0,0001; Figura 4B). La calidad de la motilidad 

varió a lo largo de los meses de colección (P=0,008; Figura 4C), observándose un aumento 

significativo de febrero a marzo que luego se mantuvo. La concentración espermática y los 

porcentajes de espermatozoides mótiles, con motilidad progresiva, con membrana funcional, 

porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides normales, y de 

espermatozoides con acrosoma íntegro, dañado y perdido no variaron a lo largo del tiempo.  
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Figura 4. Parámetros de semen fresco de chivos de Gabón a lo largo de los meses de colección. A) Volumen de semen eyaculado 

(µL), B) motilidad espermática en masa (0-5) y C) calidad de la motilidad (0 -5) Las muestras fueron colectadas quincenalmente 

durante 12 meses, calculándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos cuadrados ± EEM. 

Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los meses de colección (P<0,05).   
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Los efectos principales para cada uno de los parámetros seminales analizados se presentan 

en las Tablas 1 y 2. Todos los parámetros seminales variaron de acuerdo a los meses de colección y 

de las distintas etapas antes de la criopreservación, pero solamente el porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma íntegro fue mayor en las muestras procesadas mediante la técnica 

de CC que con la CU.  

En la etapa de semen DC/DU todos los parámetros (a excepción del porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma dañado) variaron de acuerdo a los meses del año. Se observó 

interacción entre las técnicas empleadas y los meses de colección en la calidad de la motilidad, los 

porcentajes de espermatozoides mótiles, con membrana funcional, de espermatozoides vivos y de 

espermatozoides normales. 

En la etapa de semen purificado luego de DC/DU todos los parámetros (a excepción de los 

porcentajes de espermatozoides mótiles, con motilidad progresiva y con acrosoma perdido) 

variaron de acuerdo a los meses del año.  Además, todos los parámetros (a excepción del 

porcentaje de espermatozoides con el acrosoma íntegro, dañado o perdido) presentaron 

interacción entre las técnicas de almacenamiento empleadas y los meses de colección.  

 
Tabla 1.  

Efectos principales de la técnica de criopreservación (Tc), tiempo (ti), y etapas (et), así como sus respectivas interacciones en la 

calidad de la motilidad y los porcentaje de espermatozoides mótiles y con motilidad progresiva en chivos. 

 

Parámetros seminales Tc Ti et Tc*ti Tc*et Tc*ti*et 

  Semen previo a la criopreservación 

Espermatozoides mótiles 
(%) ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0003 ns 
Espermatozoides con 
motilidad progresiva (%) ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0002 ns 

Calidad de la motilidad (0-5) ns <0,0001 0,03 ns 0,01 <0,0001 

  Semen descongelado/desvitrificado 

Espermatozoides mótiles 
(%) <0,0001 <0,0001 - 0,02 - - 
Espermatozoides con 
motilidad progresiva (%) 0,0007 <0,0001 - ns - - 

Calidad de la motilidad (0-5) 0,006 <0,0001 - 0,01 - - 

  Semen purificado luego de ser descongelado/desvitrificado 

Espermatozoides mótiles 
(%) <0,0001 Ns - 0,003 - - 
Espermatozoides con 
motilidad progresiva (%) <0,0001 Ns - 0,0002 - - 

Calidad de la motilidad (0-5) <0,0001 0,002 - 0,01 - - 
ns: diferencias no significativas  
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Tabla 2.  

Efectos principales de la técnica de criopreservación (Tc), tiempo (ti), y etapas (et), así como sus respectivas interacciones en el 

porcentaje de espermatozoides con membrana funcional, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides 

normales, porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro, dañado y perdido en chivos. 

Parámetros seminales Tc ti et Tc*ti Tc*et Tc*ti*et 

  Semen previo a la criopreservación 

Espermatozoides con membrana 
funcional (%) ns <0,0001 <0,0001 ns ns <0,0001 

Espermatozoides vivos (%) ns <0,0001 <0,0001 ns ns 0,02 

Espermatozoides normales (%) ns <0,0001 <0,0001 ns ns <0,0001 
Espermatozoides con acrosoma 
íntegro(%) <0,0001 0,005 <0,0001 ns <0,0001 0,0001 
Espermatozoides con acrosona 
dañado (%) <0,0001 0,04 <0,0001 ns <0,0001 0,0004 
Espermatozoides con acrosoma 
pérdido(%) 0,01 0,02 <0,0001 ns <0,0001 ns 

  Semen una vez descongelación/desvitrificación 

Espermatozoides con membrana 
funcional (%) 0,0007 <0,0001 - <0,0001 - - 

Espermatozoides vivos (%) ns <0,0001 - 0,0001 - - 

Espermatozoides normales (%) ns <0,0001 - 0,03 - - 
Espermatozoides con acrosoma 
íntegro(%) 0,03 0,0002 - ns - - 
Espermatozoides con acrosona 
dañado (%) ns ns - ns - - 
Espermatozoides con acrosoma 
perdido(%) ns 0,005 - ns - - 

  Semen purificado luego de ser  descongelado/desvitrificado 

Espermatozoides con membrana 
funcional (%) <0,0001 <0,0001 - <0,0001 - - 

Espermatozoides vivos (%) ns 0,001 - <0,0001 - - 

Espermatozoides normales (%) ns <0,0001 - 0,002 - - 
Espermatozoides con acrosoma 
íntegro(%) 0,001 <0,0001 - ns - - 
Espermatozoides con acrosona 
dañado (%) 0,04 0,001 - ns - - 
Espermatozoides con acrosoma 
perdido(%) 0,004 ns - ns - - 

        

5.2.  Efectos de las etapas de los procesos de criopreservación 
 

5.2.1. Porcentaje de espermatozoides mótiles 

 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación, se presentaron diferencias significativas a 

lo largo de las etapas (P<0,0001; Figura 5) y de los meses de colección (P<0,0001; Figura 6A), pero 

no de acuerdo a la técnicas. Además, hubo una interacción entre las técnicas y las diferentes 

etapas (P=0,0003): el porcentaje de espermatozoides mótiles fue mayor mediante la técnica de CC 

en comparación a la CU en la etapa de purificación luego de la DC/DU (P=0,0007). No se observó 

interacción entre las técnicas y el tiempo, ni entre las técnicas, tiempo y etapas. 



25 
 

En la etapa de semen DC/DU, el porcentaje de espermatozoides mótiles fue mayor en las 

muestras que se procesaron mediante la técnica de CC que con la CU (21,0 ± 1,5 % vs 9,0 ± 1,5 %; 

P< 0,0001). El porcentaje de espermatozoides mótiles varió a lo largo de los meses de colección 

(P<0,0001; Figura 6B), habiendo una interacción entre las técnicas y los meses de colección (P= 

0,02). Los meses en los que hubo diferencias a favor de la CC fueron octubre (P<0,0001), 

diciembre (P=0,0008), enero (P=0,008), marzo (P<0,0001), abril (P<0,0001) junio (P=0,04) y 

septiembre (P=0,002). 

En la etapa de semen purificado una vez DC/DU no hubo variación en el porcentaje de 

espermatozoides mótiles de acuerdo al mes, pero el mismo fue mayor mediante la CC que con la 

CU (23,2 ± 1,7 % vs 10,2 ± 1,7 %; P<0,0001). Existió interacción entre las técnicas y los meses de 

colección (P=0,003; Figura 6C), observándose diferencias a favor de la CC en los meses de 

noviembre (P=0,0003), diciembre (P=0,0005), enero (P=0,0001), febrero (P=0,03), abril (P<0,0001), 

mayo (P=0,03) y septiembre (P=0,006).  

 

 

 
Figura 5. Porcentaje de espermatozoides mótiles previo al proceso de congelación/descongelación muestras diluidas con TCG-yema 

huevo-sucrosa (técnica ultrarrápida, -●-) y con TCG-yema de huevo-sucrosa (técnica clásica, -∆-) de chivos de Gabón a lo largo de 

etapas (0: semen fresco; 1: semen purificado; 2: semen con diluyente de CC/CU). Las muestras fueron colectadas quincenalmente 

durante 12 meses, para cada etapa se promediaron todo los meses de colección.  Los datos se presentan como media de los 

mínimos cuadrados ± EEM. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los meses de las etapas (P<0,05).  

Diferencias significativas en la interacción de la técnica y las etapas se indican como: ** (P<0,01). 
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Figura 6. Porcentaje de espermatozoides mótiles criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida (-●-) y de 

congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón a lo largo de los meses de colección. A) Semen previo a la criopreservación, B) semen 

luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Los espermatozoides almacenados mediante la técnica de congelación 

se criopreservaron mejor que con la técnica de vitrificación (B: P<0,0001; C: P<0,0001). Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes.  Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de descongelado/desvitrificado. Diferentes letras indican diferencias significativas 

a lo largo de los meses de colección (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y los meses de colección se 

indican como: * (P<0,05), ** (P<0,01), y *** (P<0,001). 
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5.2.2. Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva 

 

Previo a la criopreservación no hubo diferencias significativas entre las técnicas. Hubo 

variación de acuerdo a las etapas (P<0,0001; Figura 7) y de los meses de colección (P<0,0001; 

Figura 8A) en el semen previo a la criopreservación. Además se presentó una interacción entre las 

técnicas y las diferentes etapas (P=0,0002): el porcentaje de espermatozoides mótiles fue mayor 

mediante la CC que con la CU en la etapa de purificación luego de la DC/DU (P=0,006). No se 

observó interacción entre las técnicas y el tiempo, ni interacción entre técnicas, tiempos y etapas. 

En la etapa de semen DC/DU, el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva 

fue mayor mediante la CC que con la CU (15,3 ± 1,2 % vs 5,2 ± 1,2 %; P< 0,0001). Se observaron 

diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva de 

acuerdo a los meses (P<0,0001; Figura 8B), pero sin interacción entre las técnicas empleadas. 

En la etapa de semen purificado una vez DC/DU el porcentaje de espermatozoides con 

motilidad progresiva fue mayor mediante la técnica de CC que con la CU (17,2 ± 1,4 % vs 6,4 ± 1,3 

%; P<0,0001; Figura 8C), sin diferencias de acuerdo al mes de colección. Se presentaron 

interacciones entre las técnicas y los meses de colección (P=0,0002), siendo diferentes a favor de 

la CC en octubre (P=0,03), noviembre (P=0,0009), diciembre (P=0,0004), enero (P=0,0001), abril 

(P<0,0001), mayo (P=0,006), junio (P=0,007) y septiembre (P=0,002).  

 

 

Figura 7.  Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva previo al proceso de congelación/descongelación muestras 

diluidas con TCG-yema huevo-sucrosa (técnica ultrarrápida, -●-) y con TCG-yema de huevo-sucrosa (técnica clásica, -∆-) de chivos 

de Gabón a lo largo de etapas (0: semen fresco; 1: semen purificado; 2: semen con diluyente de CC/CU). Las muestras fueron 

colectadas quincenalmente durante 12 meses, para cada etapa se promediaron todos los meses de colección.  Los datos se 

presentan como media de los mínimos cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican 

diferencias significativas a lo largo de las etapas de colección (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y las 

etapas se indican como: ** (P<0,01). 
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Figura 8. Porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida 

(-●-) y de congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez 

añadido el diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de descongelado/desvitrificado. Diferentes letras indican diferencias significativas 

a lo largo de los meses de colección (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y los meses de colección se 

indican como: ** (P<0,01), y *** (P<0,001). 
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5.2.3. Calidad de la motilidad 
 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación hubo diferencias significativas a lo largo de 

las etapas (P=0,03; Figura 9) y de los meses de colección (P<0,0001; Figura 10A), no habiendo 

diferencias entre las técnicas empleadas. Además hubo interacción entre las técnicas y las 

diferentes etapas (P=0,01): el porcentaje de espermatozoides mótiles fue mayor mediante la 

técnica de CC que la CU en la etapa de purificación luego de DC/DU (P=0,04). Además se presentó 

interacción entre los técnicas, los tiempos de colección y las diferentes etapas (P<0,0001). Sin 

embargo no existió interacción entre los tratamientos y los meses de colección.   

En la etapa de semen DC/DU la calidad de la motilidad de los espermatozoides procesados 

mediante la técnica de CC fue mejor que la de aquellos procesados mediante la técnica de CU (1,6 

± 0,2 vs 0,9 ± 0,2; P= 0,005). La calidad de la motilidad varió a lo largo de los meses de colección 

(P<0,0001; Figura 10B), y existió una interacción entre las técnicas de criopreservación empleadas 

y los meses de colección (P= 0,01), observándose un aumento significativo de la calidad de los 

espermatozoides procesados mediante la técnica de CC en comparación a los CU durante los 

meses de octubre (P=0,002), diciembre (P=0,01), enero (P=0,001), marzo (P=0,04), abril (P<0,0001) 

y septiembre (P=0,009).  

En la etapa de semen purificado una vez DC/DU, la calidad de la motilidad fue mayor 

mediante la técnica de CC, que con la técnica de CU (1,6 ± 0,09 vs 0,7 ± 0,09; P<0,0001), y varió a 

lo largo de los meses de colección (P=0,002; Figura 10C). Además se observó una interacción entre 

las técnicas y los meses de colección (P<0,01), observándose aumentos significativos a favor de la 

CC en los meses de noviembre (P=0,0003), diciembre (P=0,0005), enero (P=0,0003), febrero 

(P=0,04), abril (P<0,0001), mayo (P=0,04), junio (P=0,001) y septiembre (P=0,009).  

 

 

Figura 9. Calidad de la motilidad de espermatozoides previo al proceso de congelación/descongelación de muestras diluidas con 

TCG-yema huevo-sucrosa (técnica ultrarrápida, -●-) y con TCG-yema de huevo-sucrosa (técnica clásica, -∆-) de chivos de Gabón a lo 

largo de etapas (0: semen fresco; 1: semen purificado; 2: semen con diluyente de CC/CU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, para etapa se promediaron todos los meses de colección.  Los datos se presentan como media 

de los mínimos cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo 

largo de las etapas (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y las etapas se indican como: *(P<0,05). 
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Figura 10. Calidad de la motilidad de espermatozoides criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida (-●-) y de 

congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez añadido el 

diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU, C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los  

meses de colección (P<0,05). Diferencias significativas en la interacción de la técnica y los meses de colección se indican como: * 

(P<0,05), ** (P<0,01); *** (P<0,001). 
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5.2.4. Porcentaje de espermatozoides con membrana funcional 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación, se presentaron diferencias significativas a 

lo largo de los meses de colección (P<0,0001; Figura 11A) y de las diferentes etapas (P<0,0001) 

pero no existió diferencias entre las técnicas. Además se presentó una interacción entre los 

técnicas, el tiempo y las diferentes etapas (P<0,001). Sin embargo no se encontraron interacciones 

entre los tratamientos y el tiempo, ni entre las técnicas y las diferentes etapas.  

En la etapa de semen DC/DU, el porcentaje de espermatozoides con membrana funcional 

se preservó mejor con la técnica de CC que con la de CU (41,8 ± 2,4 vs 27,8 ± 2,4; P=0,0007). El 

porcentaje de espermatozoides con membrana funcional varió a lo largo de los meses de colección 

(P<0,0001; Figura 11B). Además existió una interacción entre los técnicas empleadas y los meses 

de colección (P< 0,0001). Los meses en los que se presentó dicha interacción a favor de la CC son 

diciembre (P<0,0001), enero (P<0,0001), febrero (P<0,0001), marzo (P=0,003) y septiembre 

(P=0,04).  

En la etapa de semen purificado una vez añadido el correspondiente diluyente el 

porcentaje de espermatozoides con membrana funcional fue mayor en aquellos espermatozoides 

preservados mediante la técnica de CC en comparación a los CU (45,71 ± 1,06 vs 23,90 ± 1,07; 

P<0,0001). Además se presentaron diferencias significativas a lo largo de los meses de colección 

(P<0,0001; Figura 11C) y se observó una interacción entre los técnicas y los meses de colecta 

(P<0,0001). Las interacciones se observaron en los meses de octubre (P<0,0001), noviembre 

(P<0,0001), diciembre (P<0,0001), enero (P<0,0001), febrero (P<0,0001), marzo (P=0,0006), junio 

(P<0,0001), agosto (P=0,0002) y septiembre (P<0,0001). 

 

5.2.5. Porcentaje de espermatozoides vivos 

 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación, se presentaron diferencias significativas a 

lo largo de los meses de colección (P<0,0001; Figura 12A) y de las diferentes etapas (P<0,0001) 

pero no se encontraron diferencias entre las técnicas empleadas. Además se presentó una 

interacción entre los técnicas, el tiempo y las diferentes etapas (P=0,02). Sin embargo no se 

presentaron interacciones entre las técnicas y el tiempo, ni entre las técnicas y las diferentes 

etapas. 

En la etapa de semen DC/DU el porcentaje de espermatozoides vivos presentó diferencias 

significativas a lo largo de los meses de colección (P<0,0001; Figura 12B). Sin embargo, no 

existieron diferencias significativas entre las técnicas. Además se presentó una interacción entre 

las técnicas y los meses de colecta (P=0,0001), la misma se observó durante los meses de octubre 

(P=0,008) y enero (P=0,004).  

En la etapa de semen purificado una vez añadido el correspondiente diluyente el 

porcentaje de espermatozoides vivos presentó diferencias a lo largo de los meses de colecta 

(P=0,001; Figura 12C). Además existió una interacción entre las técnicas y los meses de colecta 

(P<0,0001), a favor de la CC durante octubre (P=0,0001), noviembre (P=0,003), diciembre 

(P=0,0002) y enero (P=0,0001). Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre las 

técnicas. 
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Figura 11. Porcentaje de espermatozoides con membrana íntegra criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida 

(-●-) y de congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez 

añadido el diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DC. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los 

meses de colección (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y los meses de colección se indican como: * 

(P<0,05), ** (P<0,01), y *** (P<0,001). 
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Figura 12. Porcentaje de espermatozoides vivos criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida (-●-) y de 

congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez añadido el 

diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los 

meses de colección (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y los meses de colección se indican como: * 

(P<0,05), ** (P<0,01), y *** (P<0,001). 
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5.2.6. Porcentaje de espermatozoides normales 

 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación se presentaron diferencias significativas a 

lo largo de los meses de colección (P<0,0001; Figura 13A) y de las diferentes etapas (P<0,0001), no 

presentándose diferencias entre las técnicas. Además se presentó una interacción entre las 

técnicas, el tiempo y las diferentes etapas (P<0,0001). Sin embargo no se encontraron 

interacciones entre las técnicas y el tiempo, ni entre las técnicas y las diferentes etapas. 

En la etapa de semen DC/DU el porcentaje de espermatozoides normales presentaron 

diferencias significativas a lo largo de los meses de colección (P<0,0001, Figura 13B). Sin embargo, 

no hubo diferencias entre las técnicas. Además se presentó una interacción entre las técnicas, el 

tiempo y los meses de colecta (P=0,03).  

En la etapa de semen purificado una vez añadido el correspondiente diluyente, el 

porcentaje de espermatozoides vivos presentó diferencias a lo largo de los meses de colecta 

(P<0,0001; Figura 13C). Sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre las técnicas 

utilizadas. Además se presentó una interacción entre las técnicas y los meses de colecta (P=0,002) 

durante octubre (P=0,02), mayo (P=0,01) y junio (P=0,03).  

 

5.2.7. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro 

 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación, el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma íntegro fue mayor con la técnica de CC que con el método de CU (83,3 ± 0,7 vs 78,2 ± 

0,7; P< 0,0001). Además este parámetro varió a lo largo de los meses de colección (P= 0,005; 

Figura 14A) y de las diferentes etapas (P<0,0001). Hubo una interacción entre las técnicas 

empleadas y las etapas (P<0,0001): el porcentaje de espermatozoides mótiles fue mayor mediante 

la técnica de CC en comparación a la CU en la etapa de purificación luego de la DC/DU (P<0,0001). 

También existió interacción entre las técnicas, el tiempo y las etapas (P=0,0001). Sin embargo no 

hubo interacción entre las técnicas y los meses de colección. 

En la etapa de semen DC/DU el porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro fue 

mejor mediante la técnica de CC que con la CU (67,1 ± 4,2 vs 53,6 ± 4,2; P=0,03). Además se 

observaron diferencias significativas a lo largo de los meses de colección (P=0,0002; Figura 14B). 

Sin embargo no existió interacción entre las técnicas utilizadas y los meses de colección.  

En la etapa de semen purificado una vez añadido el correspondiente diluyente, el 

porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro fue mayor mediante la técnica de CC que 

con la de CU (63,6 ± 0,7 vs 59,9 ± 0,7; P=0,001). Además se presentaron diferencias significativas a 

lo largo de los meses de colección (P<0,0001; Figura 14C), pero no existió una interacción entre las 

técnicas y los meses de colección. 
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Figura 13. Porcentaje de espermatozoides normales criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida (-●-) y de 

congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez añadido el 

diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los 

meses de colección (P<0,05).  Diferencias significativas en la interacción de la técnica y los meses de colección se indican como: * 

(P<0,05), ** (P<0,01). 
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Figura 14. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida (-

●-) y de congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez 

añadido el diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes.  Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los 

meses de colección (P<0,05).   
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5.2.8. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma dañado 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación, el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma dañado fue mayor mediante la técnica de CU que con la técnica de CC (13,71 ± 0,84 vs 

10,5 ± 0,84; P< 0,0001). Se presentaron diferencias significativas a lo largo de los meses de 

colección (P= 0,04; Figura 15A) y de las diferentes etapas (P<0,0001). Además, existió una 

interacción entre las técnicas y las etapas (P<0,0001): el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma dañado fue mayor mediante la técnica de CU en comparación a la CC en la etapa de 

purificación luego de la DC/DU (P<0,0001). También hubo una interacción entre las técnicas, el 

tiempo y las etapas (P=0,0004). 

En la etapa de semen DC/DU, el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma dañado 

no presentó diferencias significativas a lo largo de los meses de colección, ni interacciones entre 

las técnicas, o entre las técnicas y los meses de colecta. 

En la etapa de semen purificado una vez añadido el correspondiente diluyente el 

porcentaje de espermatozoides con acrosoma dañado fue mayor mediante el método de CU en 

comparación a la CC (23,1 ± 0,6 vs 21,2 ± 0,6; P=0,04). Además se presentaron diferencias 

significativas a lo largo de los meses de colección (P=0,001; Figura 15B), pero no existió interacción 

entre las técnicas y los meses de colección. 

 

5.2.9. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma perdido 

 

Al evaluar el semen previo a la criopreservación, el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma perdido fue mejor mediante la técnica de CU en comparación a la CC (8,0 ± 0,5 vs 6, 23 ± 

0,5; P=0,01). Se presentaron diferencias significativas a lo largo de los meses de colección (P=0,02; 

Figura 16A) y de las diferentes etapas (P<0,0001). Además existió una interacción entre las 

técnicas y las distintas etapas (P<0,0001): el porcentaje de espermatozoides con acrosoma perdido 

fue mayor mediante la técnica de CU en comparación a la CC en la etapa de purificación luego de 

la DC/DU (P<0,0001). Sin embargo no hubo interacción entre las técnicas y el tiempo, ni entre las 

técnicas, el tiempo y las etapas. 

En la etapa de semen DC/DU, el porcentaje de espermatozoides con acrosoma perdido 

presentó diferencias significativas a lo largo de los distintos meses de colección (P=0,005; Figura 

16B). No existieron diferencias significativas entre las técnicas ni interacción entre los 

tratamientos y el tiempo. 

En la etapa de semen purificado una vez añadido el correspondiente diluyente, el 

porcentaje de espermatozoides con acrosoma perdido fue mejor mediante la técnica de DU en 

comparación a la DC (17,2 ± 0,4 vs 15,5 ± 0,4; P=0,004; Figura 16C). Sin embargo, no existieron 

diferencias significativas a lo largo de los meses de colección, ni interacción entre las técnicas y el 

tiempo. 
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Figura 15. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma dañado criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida (-

●-) y de congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez 

añadido el diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes. Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los 

meses de colección (P<0,05). 
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Figura 16. Porcentaje de espermatozoides con acrosoma perdido criopreservados mediante la técnica de congelación ultrarrápida 

(-●-) y de congelación clásica (-∆-) de chivos de Gabón, a lo largo de los meses de colección. A) semen fresco, purificado y una vez 

añadido el diluyente (CC/CU), B) semen luego de DC/DU y C) semen purificado luego de ser DC/DU. Las muestras fueron colectadas 

quincenalmente durante 12 meses, realizándose una media de cada mes.  Los datos se presentan como media de los mínimos 

cuadrados ± EEM de la muestra de semen luego de DC/DU. Diferentes letras indican diferencias significativas a lo largo de los 

meses de colección (P<0,05).   
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6. DISCUSIÓN 

La CC permitió obtener mejores resultados en los parámetros seminales analizados que la 

CU. La CU es una técnica de criopreservación actualmente en desarrollo, por lo que los resultados 

obtenidos en esta Tesis pueden servir de base para generar nuevas hipótesis (ej: cambios en la 

composición del diluyente de CU) para mejorarla, considerando que es una metodología más 

sencilla de aplicar para la criopreservación espermática. La viabilidad de empleo de esta técnica 

como procedimiento alternativo sencillo y barato, ha sido demostrada en el macho montés (Capra 

pyrenaica), en donde se ha podido obtener nacimientos tras la inseminación artificial con células 

espermáticas eyaculadas, aunque con tasas de fertilidad inferiores que con espermatozoides 

criopreservados por métodos convencionales (Pradiee et al., 2015). En espermatozoides 

epididimarios de macho montés criopreservados por CU, la capacidad de fertilización mediante 

FIV heteróloga es similar que en espermatozoides epididimarios criopreservadops por CC (Pradiee 

et al., 2018). En algunas especies, como la gacela dama (Gazella dama), oso pardo (Ursus arctos), o 

jirafa (Giraffa camelopardalis), la tasa de criosupervivencia y de actividad cinética de 

espermatozoides criopreseervados por CU son similares, e incluso superiores, que con CC 

(Santiago-Moreno et al., 2018). En contrapartida, en otras especies los resultados de 

criosupervivencia son inferiores a los de CC (ej: espermatozoides eyaculados de muflón) (Pradiee 

et al., 2017), o incluso extremadamente bajos (Santiago-Moreno et al., 2018). Estos resultados 

ponen de manifiesto el potencial de la técnica de CU como método alternativo de 

criopreservación, así como la importancia del componente genético en la respuesta del semen a 

los procesos de congelación/descongelación. 

Los resultados muestran que la propia dilución con el diluyente para CU (TCG-yema de 

huevo-sucrosa) determina una disminución de la motilidad espermática previa a la CU 

propiamente dicha. Este efecto también ha sido previamente observado con la utilización de otros 

disacáridos como aditivos en los diluyentes (ej: lactosa); se ha apuntado como causas una posible 

interferencia de los disacáridos con la integración de otros azúcares al medio intracelular 

afectando, por tanto, al metabolismo energético de los espermatozoides (Santiago-Moreno et al., 

2007).     

En este trabajo se obtuvieron mejores resultados mediante la CC en el porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma íntegro previo a su congelación. Luego de DC se obtuvieron 

mejores resultados en la calidad de la motilidad, los porcentajes de espermatozoides mótiles y con 

motilidad progresiva, con membrana funcional y con acrosoma íntegro, que con la DU. Además, se 

obtuvieron mejores resultados en la purificación luego de la DC en comparación a la DU en estos 

mismos parámetros. Los procesos bioquímicos y físicos que ocurren durante las etapas de las 

técnicas de criopreservación empleadas podrían ser una explicación para estas diferencias. En la 

CU se busca evitar la formación de cristales de hielo intracitoplasmáticos ya que estos inducen 

daño y pérdida de la función celular, lo que constituye el principal obstáculo que presenta la CC. El 

crioprotector utilizado para la congelación clásica fue el glicerol, cuyo bajo peso molecular permite 

que ingrese a la célula y desplace el agua intracelular (Ishibashi et al., 1997). El ingreso de agua 

sumado a un proceso de congelación lento reduce la formación de cristales de hielo intracelulares 

(Salamon y Maxwell, 2000). Sin embargo, en estudios recientes realizados en el INIA (Madrid, 

España) se ha demostrado que con la técnica de CU se forman cristales de hielo en el medio 
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extracelular, lo que afecta la eficiencia del proceso (Bóveda et al., 2018a). La formación de 

cristales de hielo en el medio extracelular afecta en forma directa la membrana de los 

espermatozoides (Parks y Graham, 1992). En coincidencia, en los resultados obtenidos a partir de 

la técnica de HOST se observó que con la técnica de CU se afectó la membrana de una mayor 

cantidad de espermatozoides que con la CC. Este resultado coincide con lo reportado por Amann y 

Pickett (1987), quienes afirman que a velocidades de enfriamiento rápidas se induce daño y 

muerte celular. A pesar de ello, no hubo diferencias significativas entre las técnicas en el 

porcentaje de espermatozoides vivos, lo que coincide con lo reportado por Bóveda et al. (2018b), 

quienes compararon la congelación clásica de semen epididimario con la congelación ultrarrápida 

en dos especies de rumiantes salvajes, Ovis musimon (muflón) y Dama dama (gamo común). Sin 

embargo es necesario considerar que la colecta de semen epididimario es un procedimiento 

postmortem, en que se colectan espermatozoides que presentan cierto grado de inmadurez, 

caracterizándose por la presencia de un alto número de gotas citoplasmáticas y por una baja 

motilidad (Braun et al., 1994). Sin embargo, la diferencia obtenida en los resultados de porcentaje 

de espermatozoides con membrana funcional y espermatozoides vivos se debería a la misma 

razón, ya que la membrana de la cola y la membrana de la cabeza del espermatozoide funcionan 

independientemente, por lo que el enrollamiento de la cola no sería una indicación directa de la 

actividad de la membrana de la cabeza (Jeyendran et al., 1984). Como se mencionaba 

anteriormente, el daño producido por la formación de cristales de hielo extracelulares sería una 

de las principales causas de una reducción en la funcionalidad de la membrana espermática. 

La única variable que presentó diferencias significativas a favor de la CC en todos los 

análisis realizados fue el porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro. El shock térmico 

generado durante cualquier proceso de criopreservación produce lesiones irreversibles a los 

espermatozoides, generando la desorganización de los lípidos de la membrana plasmática del 

mismo (Drobnis et al., 1993), lo que activa la reacción acrosómica (Cross, 1996). Sin duda la 

velocidad de congelación y la composición de los diluyentes son factores determinantes del grado 

de desestabilización de la membrana celular (Anchordoguy et al., 1987). Sin embargo, de acuerdo 

a experimentos realizados por Anchordoguy et al. (1987), tanto la sucrosa como el glicerol 

interactúan con los lípidos de la membrana, pero la sucrosa no afectaría tanto a la membrana 

plasmática como lo hace el glicerol. Isachenko et al. (2008) concluyeron que la CU con 

crioprotectores como sucrosa son capaces de criopreservar correctamente las células sin afectar 

parámetros fisiológicos relevantes. Por tanto, el daño acrosomal está probablemente más 

asociado al shock térmico que al shock osmótico del diluyente empleado. Esto va a acompañado 

de los recientes indicios que confirman la formación de cristales de hielo en el medio extracelular 

durante la CU, y que explicarían el aumento de espermatozoides con acrosoma dañado o perdido. 

La motilidad espermática se afectó mayormente durante la DU y la purificación. Por un 

lado, el shock de frío afecta la membrana celular y esto también afecta la motilidad espermática 

(Henry et al., 1993). La motilidad de los espermatozoides depende de funciones bioquímicas, 

como el metabolismo y la acción microtubular de las fibras de la cola (Jeyendran et al., 1984). 

Según O’Connell et al. (2002) la reducción en la motilidad espermática luego de un proceso de 

congelación, puede explicarse por un deterioro en la actividad mitocondrial. En el mismo trabajo, 

O’Connell et al. (2002) observaron una disminución en el porcentaje de espermatozoides con 

motilidad progresiva y una consecuente reducción en la función mitocondrial, mostrando la 
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estrecha relación entre estos parámetros. Esto podría estar explicando el resultado obtenido en 

este trabajo, donde se observó un claro efecto de la técnica de congelación en el porcentaje de 

espermatozoides mótiles. El tiempo de congelación/ descongelación también es relevante en la 

disminución de la motilidad espermática y es un factor que también lleva a afectar otros 

parámetros seminales como la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides con 

membrana funcional y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro, como ocurrió en 

este trabajo.  

Si bien se demostró que un tiempo de equilibrado de 30 min a 5 °C para la congelación 

ultrarrápida proporciona resultados óptimos de criopreservación (Pradiee et al., 2015), en este 

trabajó se obtuvieron mejores resultados con la DC en las etapas de DC y DU. Existen trabajos que 

demuestran que el enfriamiento rápido de espermatozoides humanos (Morris, 2006) y de caballos 

(Morris et al., 2007) conduce a una pérdida de viabilidad, pero que esta no sería a causa de la 

formación de hielo intracelular. Morris et al. (2012) demostraron que a tasas de enfriamiento 

rápidas, el daño celular causado a los espermatozoides es el resultado de un desequilibrio 

osmótico durante la etapa de DU. Este grupo de trabajo realizó análisis ultraestructurales que 

determinaron una re-cristalización alrededor de la célula, lo que podría estar causando un daño en 

la membrana celular. Afirmaron que el daño celular estaría sucediendo por un alto contenido de 

proteínas intracelulares y por el desequilibrio osmótico que se produce a velocidades de 

congelación ultrarrápidas, generándose una cristalización que va a estar limitada por la difusión 

del volumen extracelular. Por esta razón se puede relacionar el corto tiempo empleado durante la 

DU con la disminución de los parámetros seminales anteriormente mencionados. 

No hubo diferencias en el porcentaje de espermatozoides con morfología normal de 

acuerdo a la técnica utilizada. Sin embargo, los procesos de criopreservación afectan la morfología 

espermática (Hammadeh et al., 1999; O´Connell et al., 2002; Ozkavukcu et al., 2008), razón por la 

que se observó una disminución del porcentaje de espermatozoides normales a lo largo de las 

etapas independientemente de la técnica. Estos cambios ocurren debido a que los cambios en la 

osmolaridad del medio durante los procesos de congelado y descongelado generan una 

deformación de la membrana celular. Además, cambios de este tipo pueden potenciar el 

plegamiento de la cola espermática (Ozkavukcu et al., 2008) y la presencia de cabezas sueltas 

podrían deberse a la formación de cristales de hielo extracelulares. Ozkavucu et al. (2008) 

afirmaron que lo más afectado es el acrosoma debido a que es una estructura muy frágil, lo que 

coincide con lo reportado en esta Tesis. 

En cuanto a los resultados obtenidos al purificar las muestras DC/DU, también se vio un 

efecto a favor de la técnica de CC. Debe recordarse que la mayoría de estos espermatozoides 

tienen lesiones causadas por el propio proceso de CC/CU que se llevó previamente a cabo. A esto 

se le suma el daño causado por la temperatura de la DC/DU, y por último el daño que se genera al 

purificar, ya que los espermatozoides son sometidos a una centrifugación durante 20 min a 300 G. 

Según Urrego et al., (2008), la centrifugación de los espermatozoides durante 10, 30 o 45 min a 

700 G tiene efecto deletéreo sobre los espermatozoides, y la centrifugación durante 45 min 

además genera una pérdida de la integridad funcional de la membrana. Si bien en este trabajo se 

utilizó una velocidad de centrifugación menor, se constataron daños a nivel de la integridad 

acrosómica lo que podría explicar en parte esta disminución. El daño generado por la 

centrifugación, sumado a lo ya mencionado respecto a otros factores, como composición del 
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diluyente y formación de cristales de hielo en el medio celular, también colaboran al daño 

acrosomal. 

En este trabajo se observó un aumento de los niveles de testosterona durante los meses de 

abril y mayo. Dichos resultados coinciden con los registrados por Giriboni et al. (2017), quien 

reportó que esta raza de chivos presenta una estacionalidad poco marcada. Esto coincide también 

con los datos de semen fresco, ya que sólo se observaron diferencias a lo largo del tiempo en el 

volumen, la motilidad de masa y la calidad de la motilidad. Durante los meses de mayo, junio y 

julio se produjo un aumento del volumen del eyaculado. A su vez la calidad de la motilidad de los 

espermatozoides aumentó en los meses de marzo, abril y mayo, lo que coincide con el aumento 

de testosterona observado. Sin embargo, la motilidad de masa disminuyó durante este período. 

Esto último puede deberse a que la motilidad en masa está relacionada a la concentración 

espermática y a la calidad de la motilidad, ya que corresponde al movimiento colectivo de los 

espermatozoides. Si bien, no existieron diferencias significativas de la concentración espermática a 

lo largo del año, la misma disminuyó en julio en coincidencia con que en este momento se 

observara la menor motilidad espermática en masa del año. Sin embargo, la calidad de la 

motilidad está relativamente alta durante ese mes, por lo que la motilidad en masa parecería estar 

influenciada por los dos parámetros anteriormente mencionados. El resto de los parámetros 

seminales evaluados no presentaron diferencias significativas a lo largo del año, reafirmando que 

la estacionalidad de los chivos de Gabón en nuestro país es poco marcada. 

Los resultados demuestran que los momentos de CU-DU son sumamente críticos para la 

supervivencia celular. Las diferencias a lo largo de los meses de colección podrían estar en parte 

relacionadas a las variaciones de testosterona. Las concentraciones altas de testosterona en los 

procesos de CC-DC aumentan los procesos deletéreos que acontecen durante estas etapas 

(Coloma et al., 2010b), por lo que se podría explicar la variación en parámetros seminales como el 

porcentaje de espermatozoides con acrosoma íntegro a lo largo de los meses. También se sabe 

que variaciones en la concentración de testosterona pueden afectar el metabolismo espermático, 

el potencial de membrana (Calzada et al., 1988) y el transporte de nutrientes a través de la 

membrana (Ballesteros et al., 1983), afectando de esta forma las propiedades de la membrana 

espermática (Purohit et al., 2000), y por tanto su crioresistencia. En otras variables espermáticas, 

como el porcentaje de espermatozoides mótiles, con motilidad progresiva y la calidad de la 

motilidad, la asociación entre el patrón de secreción de testosterona y la respuesta a los procesos 

de congelación/descongelación no es tan manifiesta. Estas variables mejoraron en el mes de 

septiembre (equinoccio de primavera) cuando los niveles de testosterona ya se encontraban 

basales desde julio, poniendo de relieve el posible papel de otros factores y hormonas 

dependientes de los cambios del fotoperiodo (ej. prolactina, hormonas tiroideas) que deberían ser 

estudiados. La prolactina es una hormona proteica que es secretada por dos fuentes en el tracto 

reproductivo, el epidídimo y la vesícula seminal (Rui et al., 1985), y que actúa sobre las células de 

Leydig, los espermatocitos y las espermátidas, y tiene un papel regulador en la esteroidogénesis y 

en la espermatogénesis (Jabbour y Lincoln, 1999). Pujinato et al. (2010) reportaron la existencia de 

receptores de prolactina en el propio espermatozoide maduro, en lo que es la región 

postacrosomal de la cabeza, en el cuello, en la pieza media y en la pieza principal de la cola. La 

prolactina puede afectar el transporte de sodio y potasio entre los espermatozoides y el plasma 

seminal, afectando así la motilidad de los mismos (Shet et al., 1975). En función a lo mencionado, 
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se podría inferir que la testosterona y la prolactina podrían estar influyendo ciertos parámetros 

seminales a la hora de la congelación/descongelación. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 La congelación clásica fue más efectiva que la congelación ultrarrápida para criopreservar 

semen de chivos de Gabón a lo largo del año, para nuestras condiciones experimentales. 

 

 Independientemente de la calidad inicial del eyaculado, se apreciaron cambios estacionales 

en la respuesta espermática a los procesos de congelación/descongelación que podrían no 

estar del todo asociados a los cambios anuales de secreción de testosterona.  
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