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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del glutatión reducido en la 

integridad de la membrana acrosomal del espermatozoide de conejo, durante la 

refrigeración a 5 °C. Se utilizaron un total de 29 eyaculados de conejo de la raza 

Nueva Zelanda; 7 eyaculados fueron evaluados en fresco (control, 0 h), 22 

eyaculados se dividieron en dos alícuotas para obtener un total de 44 muestras. 

La mitad de las muestras (n=22) fueron diluidas con medio suplementado con 

100 ^l de GSH a una concentración de 5 mM y almacenadas a 5 °C durante 24 

h y las otras 22 muestras fueron almacenadas por 24 h a 5 °C sin GSH. 

Después de 24 h de almacenamiento se evaluó la capacitación espermática 

mediante la técnica de clortetraciclina. En semen fresco (0 h), el 59 % de los 

espermatozoides presentaron capacitación y el acrosoma intacto, mientras que 

el 30 % de los espermatozoides no presentaron capacitación y solo el 11 % de 

los espermatozoides presentó reacción acrosomal. Después de 24 h de 

refrigeración a 5 °C, el porcentaje de espermatozoides no capacitados y con 

acrosomal intacto se incrementó a 42 % en presencia de GSH, mientras que 

solo hubo un incremento de 35 % en ausencia de GSH (glutatión reducido). 

Mientras el semen refrigerado a 5 °C durante 24 h en presencia de GSH tuvo 

menor (P<0.05) porcentaje de espermatozoides capacitados (48 %) en 

comparación con el semen fresco con un 59 % y en refrigeración sin GSH, con 

55 %. Se concluye que la adición de GSH ayuda en la protección de los 

espermatozoidez manteniendo la membrana plasmática intacta. Lo cual podría

xii



permitir un incremento en el porcentaje de fertilización en la inseminación 

artificial.

Palabras clave: Conejo, Capacitación, Semen, Acrosoma
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effect of reduced glutathione (GSH) on 

the acrosomal membrane integrity of rabbit sperm during cooling at 5 °C. A total 

of 29 New Zealand rabbit (Oryctolagus cuniculus) ejaculates were used. 7 fresh 

ejaculates (control 0 h) were evaluated, and 22 ejaculates were divided into two 

aliquots for a total of 44 samples.Half of the samples (n = 22) were diluted and 

supplemented with 100 ul of GSH at a concentration of 5 mM and stored at 5 °C 

for 24 h. The other half of the samples were stored for 24 h at 5 °C without GSH. 

After 24 h of storage, sperm capacitation was evaluated using the 

chlortetracycline technique (CTC). In fresh semen (0 h), 59 % of sperm showed 

capacitation and intact acrosomes, while 30 % of sperm showed no 

capacitation, and only 11 % of sperm showed acrosome reaction. After 24 h of 

cooling at 5 °C, the percentage of uncapacitated sperm with intact acrosomes 

increased to 42 % in the presence of GSH, while there was only an increase of 

35% in the absence of GSH. Meanwhile, semen refrigerated at 5 °C for 24 h in 

the presence of GSH had a lower (P<0.05) percentage of capacitated sperm (48 

%) in comparison to fresh semen (59 %) and semen refrigerated without GSH 

(55 %). It is concluded that the addition of GSH helps protect sperm by 

maintaining the plasma membrane intact, which could allow for an increase in 

the percentage of fertilization in artificial insemination.

Keywords: Rabbit, Capacitation, Semen, Acrosome.
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La conservación de semen a través de la refrigeración, congelación y 

vitrificación ha mostrado ocasionar cambios similares a la capacitación 

espermática in vivo en especies tales como bovinos, ovinos y porcinos 

(McDonald, 1991). La capacitación espermática mediante el proceso de 

conservación está relacionada con el estrés oxidativo, el cual se produce por el 

aumento de las especies reactivas de oxigeno. Durante la refrigeración y el 

periodo de estabilización (congelación) las muestras seminales se llevan a una 

temperatura de 5 °C. Durante este periodo ocurre un daño a los 

espermatozoides. Una forma de disminuir los efectos del estrés oxidativo en los 

espermatozoides es la adición de un antioxidante, al medio de dilución, previo a 

realizar la congelación. El glutatión reducido o GSH se ha utilizado durante la 

congelación de semen de bovinos, ovinos y caprinos (Fouchécourt et al., 1999). 

Sin embargo, no existen estudios sobre la adición del GSH, al medio de 

dilución, cuando se va a realizar la refrigeración.

Los diferentes procesos de criopreservación espermática, incluida la 

refrigeración han mostrado tener efectos en la funcionalidad de los 

espermatozoides. Por ejemplo, incrementa la tasa de capacitación espermática 

en especies tales como bovinos, porcinos y ovinos (Bailey et al., 2000; Salamon 

y Maxwell, 2000). Port tanto, es necesario realizar estudios que permitan 

disminuir los efectos adversos de la criopreservación.

El GSH, es una enzima antioxidante presente en el líquido seminal que 

rodea al espermatozoide (Fouchécourt et al., 1999), la cual tiene propiedades

1. INTRODUCCIÓN
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químicas que le permiten actuar frente a diferentes compuestos oxidantes, tales 

como el peróxido de hidrógeno, superóxido, hidroxilo; además reduce el radical 

libre tecoferoxilo y deshidroascorbato (Chiuailaf et al., 2002). Sin embargo, los 

estudios donde se evalúa el efecto de esta enzima, en la integridad espermática 

son escasos y están enfocados, principalmente, a la congelación de semen.

Por lo tanto en este estudio se evaluó en semen de conejo, refrigerado 

durante 24 horas y suplementado con GSH a una concentración de 5 mM, el 

porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados con acrosoma 

intacto, y con reacción acrosomal y de esta forma mostrar su efecto de 

protección en la membrana acrosomal.
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2.1. Objetivo general

• Evaluar el efecto del glutatión reducido en la integridad de la 

membrana acrosomal del espermatozoide de conejo, durante la 

refrigeración a 5 °C.

2.2. Objetivos particulares

• Determinar mediante la técnica de clortetraciclina la capacitación 

espermática e integridad del acrosoma en eyaculados frescos de 

conejo.

• Determinar mediante la técnica de clortetraciclina la capacitación 

espermática e integridad del acrosoma en eyaculados de conejo con 

la adición glutatión reducido al medio de dilución y refrigerados 

durante 24 h a 5 °C.

2. OBJETIVOS
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La adición de glutatión reducido (GSH) al medio de dilución, durante la 

refrigeración tendrá un efecto positivo sobre la capacitación espermática e 

integridad de la membrana acrosomal del espermatozoide de conejo.

3. HIPÓTESIS
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4.1. Características espermatozoide

Los espermatozoides son las células sexuales producidas por los 

individuos de sexo masculino. Estas células sexuales cuentan con la mitad de 

los cromosomas por ello se dice que son haploides (Rogers, 2011).

El espermatozoide de conejo, mide alrededor de 45 micras y presenta 

una velocidad de desplazamiento apartir del oviducto hasta el óvulo de 20 a 35 

micras por segundo (McDonal, 1969).

4.1.1. Anatomía del espermatozoide. La anatomía del 

espermatozoide consiste básicamente de cabeza, cola o flagelo; un cuello une 

la cabeza del espermatozoide con la cola, la cual se subdivide en los 

segmentos medio, principal y caudal o terminal (Figura 1).

Cabeza. Es la parte principal del espermatozoide , su forma va a depender 

de la especie y ésta consiste en un núcleo aplanado oval, el cual contiene 

cromatina en forma compacta (Figura 1). La cromatina condensada esta 

formada por acido desoxiribunucleico que guarda el material genético, así como 

también una clase especial de proteínas básicas llamadas protaminas 

espermáticas y una serie de enzimas que son utilizadas para la degradación de 

la zona pelucida, durante la fertilización.

Acrosoma. El acrosoma se localiza en un extremo anterior del núcleo 

espermático, consiste en un delgado saco menbranal de doble capa ubicado

4. REVISIÓN DE LITERATURA
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sobre el núcleo, el cual se establece durante las últimas etapas de la formación 

del espermatozoide (Figura 1).

SEGMENTO CAUDAL

Figura 1. Anatomía de un espermatozoide (Hafez, 1996).

Cola. La cola del espermatozoide está formada por el cuello y los 

segmentos medio, principal y caudal. El cuello o segmento conector forma una 

placa basal que embona en una depresión en el extremo posterior del núcleo. 

La placa basal del cuello es continua en sentido posterior y tiene nueve fibras 

gruesas que se proyectan hacia atrás a través de la mayor parte de la cola. La 

región de la cola entre el cuello y el anillo citoplasmático es el segmento medio. 

El centro del segmento medio, junto con toda la longitud de la cola, comprende
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el axonema, el cual se compone de nueve pares de microtubulos dispuestos 

radialmente alrededor de dos filamentos centrales (Figura 1.). El segmento 

principal, que continua en el sentido posterior del anillo citoplasmático, se 

extiende casi hasta la punta de la cola, el cual esta formado por el axonema en 

el centro y sus fibras gruesas asociadas. La vaina fibrosa da estabilidad a los 

elementos contráctiles de la cola. El segmento caudal o terminal, posterior a la 

terminación de la vaina fibrosa contiene solo el axonema centrál cubierto por la 

membrana plasmática. El axonema es el que le da motilidad al espermatozoide 

(Hafez, 1996).

4.1.2. Capacitación espermática. La capacitación espermática 

es el conjunto de cambios fisiológicos que experimentan los espermatozoides 

durante su paso a través del tracto reproductor femenino. Este proceso tiene 

como resultado la activación de la célula germinal para reconocer al ovocito y 

poder realizar la fertilización (Zaneveld et al., 1991). La capacitación 

espermática también se puede realizar en sistemas in vitro con el propósito de 

estudiar con mayor profundidad dicho proceso fisiológico. Como consecuencia 

de la capacitación espermática ocurre un incremento en la motilidad, este 

proceso es denominado hipermovilidad (Yanagimachi, 1994; Hafez, 1996). El 

proceso de capacitación también involucra cambios en la composición y 

orientación de las moléculas de la superficie de la menbrana incluyendo, 

principalmente, las glicoproteínas y a los lípidos, los cuales son muy 

importantes en el metabolismo; además de que éstos pueden actuar como 

segundos mensajeros.
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Otro cambio que ocurre durante la capacitación espermática es la 

remoción de las proteínas adquiridas durante la eyaculación y que se localizan 

en la superficie de la cabeza del espermatozoide (Martínez et al., 1996). Dichas 

proteínas inhiben la capacitación y se conocen como "factores descapacitantes” 

(Garde, 1993). Estos cambios son necesarios para que el espermatozoide 

pueda realizar la reacción acrosomal (Lee y Ahuja, 1987).

4.1.3. Reacción acrosomal. Al terminar la capacitación 

espermática sigue la reacción acrosomal, la cual ocurre después del encuentro 

del espermatozoide con el ovocito y libera las enzimas hidrolíticas contenidas 

en el acrosoma de las células (Guyton y Hall, 2000) la cual consiste en la 

vesiculación de la membrana plasmática y acrosomal externa para su posterior 

desaparición (Coy, 1995).

4.1.3.1. Técnicas para determinar la capacitación 

espermática. La técnica de clortetraciclina y la tinción triple son procedimientos 

utilizados para determinar la capacitación espermática (Tamuli y Watson, 1994).

4.1.3.2. Técnica de clortetraciclina. La técnica de la 

clortetraciclina detecta el estado de la capacitación espermática y la integridad 

del acrosoma en las células, mediante el uso de un antibiótico fluorescente, el 

cual se une específicamente al calcio asociado a la membrana plasmática del 

espermatozoide liberando una fluorescencia intensa dependiendo del estadío 

de la capacitación en que se encuentre el espermatozoide. Para ello, se utilizan 

diferentes patrones de fluorescencia: patrón A, designado a espematozoides
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no-capacitados y acrosoma intacto; patrón B, capacitado y acrosoma intacto y 

patrón AR capacitado y acrosoma reaccionado (Figura 2). Los patrones de 

fluorescencia de la clortetraciclina reflejan las alteraciones asociadas a nivel del 

calcio intra-citoplasmatico en los espermatozoides de diferentes especies 

animales, siendo la técnica más utilizada para su análisis (Ward y Storey, 1984; 

Dasgupta et al., 1993).

(A) (B) (C)

0 m
i y/

/ f

Figura 2. Patrón de fluorescencia en la clasificación de los espermatozoides

4.2. Métodos de crioconservación de semen

4.2.1. Refrigeración. La refrigeración es un método de 

conservación espermática, donde la reducción de la temperatura produce una 

disminución de la actividad metabólica y motilidad, incrementando la vida del 

espermatozoide. Se ha demostrado que la motilidad del espermatozoide se 

detiene totalmente a los 5 °C, pero se puede restituir si la temperatura se eleva 

nuevamente a niveles normales, siempre y cuando no se hayan ocacionado 

daños estructurales por el "choque térmico” (Vivianco, 1998). Cuando el semen 

es conservado a temperaturas cercanas a los 0 °C, los espermatozoides son 

más propensos a sufrir un "choque térmico” que puede causar daños
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irreversibles en las células (Salamon y Maxwell, 2000). Al respecto, estudios 

realizados por Gunzel (1986) mostraron en semen diluido y refrigerado a 5 °C 

varía en la sobrevivencia y fertilidad en los espermatozoides, ya que con la 

refrigeración durante 24, 48 y 72 horas se obtuvo 71.0, 65.8 y 56.5 % de 

fertilidad respectivamente, lo que indica que entre más tiempo están en 

refrigeración se disminuye su tasa de fertilidad.

4.2.1.1. Efecto de la refrigeración en el 

espermatozoide. Durante el proceso de refrigeración se producen diversos 

daños, principalmente, en la membrana del espermatozoide (Watson, 2000). 

Cuando las membranas se enfrían por debajo de la temperatura de transición 

de lípidos que la componen, se produce un cambio en los minerales a fase de 

cristalización o de gel (Holt, 2000).

4.2.2. Congelación. Básicamente este proceso fue creado con la 

finalidad de conservar los espermatozoides por periodos de tiempo más largos, 

en comparación con la técnica de refrigeración, a fin de mantenerlos en buen 

estado evitando pérdidas de la función de las células, ya que cuando una 

muestra de líquido seminal es congelada y posteriormente descongelada un 

gran número de espermatozoides son dañados y, por tanto, son disfuncionales 

y las células que resisten a este proceso su función es afectada (Watson, 

1990).

En general, existe muy poca evidencia en la que el semen 

congelado y el semen refrigerado tienen buenos resultados de fertilidad, en 

comparación con el semen fresco, la cual se le atribuye a la concentración
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elevada de espermatozoides del semen fresco (Maxwell et al., 1999; Killian et 

al., 1993).

4.2.3. Vitrificación. En la vitrificación se utiliza un proceso físico 

de solidificación como método de conservación de los espermatozoides y de 

órganos o tejidos. Para este proceso se necesita de una solución vitrificarte 

compuesta de una alta concentración de crioprotectores. Al ser enfriados no 

cristaliza y se torna viscosa y pasa del estado liquido al sólido no estructurado y 

similar al vidrio, de ahí proviene su nombre. Esta técnica de criopreservacion es 

la más rápida que existe actualmente, ya que desde el proceso de equilibrio 

hasta la inmersión de los espermatozoides en nitrógeno líquido no requiere más 

de 10 minutos (Fahy et al., 1984; Rall y Fahy, 1985).

4.3. Especies reactivas de oxígeno

Los radicales libres son especies químicas, las cuales no posen un 

electrón apareado y son moléculas muy reactivas (Hicks, 2001); entre estas 

tenemos a los de hierro, radicales libre de cobre, radicales libres de nitrógeno, 

así como los de oxígeno (Gilbert y Colton, 1999), y entre las especies reactivas 

de oxígeno se tienen el anión superóxido, hidroxilo y peróxido de hidrógeno, 

este último es el más importante en el daño espermático. La peroxidación 

lipidica está relacionada con las especies reactivas de oxígeno, las cuales son 

causantes de la baja movilidad y viabilidad espermática, así como de la 

integridad acrosomal y potencial de membrana mitocondrial (Baumber et al., 

2000).
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4.4. Estrés oxidativo seminal

El estrés oxidativo es la situación en la que los radicales libres tienden a 

aumentar de forma descontrolada ocasionando un desequilibrio entre la 

velocidad de su producción y la velocidad de su destrucción (Desmarchelier y 

Ciccia, 1998). El estrés oxidativo induce efectos en la célula, tales como 

oxidación de lípidos, proteínas, carbohidratos y nucleótidos y, en consecuencia, 

producen una acumulación de agregados intracelulares, disfunción mitocondrial 

y apoptosis (McCord, 2000). Puede presentarse generalmente por una 

deficiencia en la generación de sustancias protectoras naturales o por una 

excesiva exposición a agentes generadores de especies reactivas de oxígeno 

(Chihualaf et al., 2002).

Para que ocurran los procesos fisiológicos de la fertilización del ovocito 

son necesarias pequeñas y controladas cantidades de especies reactivas de 

oxígeno (De Lamirande et al., 1997). Por otra parte la producción de especies 

reactivas de oxigeno aumentan con el tiempo de incubación de los 

espermatozoides (Ball y Baumber, 2001), produciendo espermatozoides 

anormales (Aitken et al., 1989) y la presencia de leucocitos (Baumber et al., 

2002).

4.5. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que tienen la capacidad de donar 

electrones para estabilizar a los radicales libres y neutralizar el daño que 

ocasionan. Esta acción puede ser endógena (sistema enzimático) o exógena
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(sistema no enzimático), las cuales pueden actuar tanto en el espacio 

intracelular como en el extracelular (Uttara et al., 2009).

Actúan como donadores de electrones, con la finalidad de evitar una 

reacción en cadena de óxido-reducción (Hicks et al., 2006) y su acción se 

realiza en un medio hidrofílico como hidrofóbico y actúan como eliminadores 

con el fin de mantener un equilibrio prooxidante-antioxidante, es decir son 

moléculas que previenen la formación descontrolada de radicales libres 

(Chiuaillaf et al., 2002).

4.5.1. Glutatión reducido o GSH. El glutatión reducido tiene una 

función biológica, actúa como un antioxidante, el cual está presente en el 

ambiente que rodea al espermatozoide (Blokhina et al., 2003). Es donador de 

electrones, lo que evita una reacción en cadena de oxído-reducción (Hicks et 

al., 2006), y lo realiza mediante su desintegración molecular para evitar 

alteraciones de ciertas moléculas como lípidos, proteínas, ADN, etc., (Venereo, 

2002). El glutatión reducido es un tripeptido y posee una distribución tisular 

variable y sus propiedades químicas le facilitan actuar frente a compuestos 

oxidantes como el peróxido de hidrógeno, superóxido e hidroxilo, entre otros 

(Chihuailaf et al., 2002; Olguin et al., 2004).

4.5.2. Catalasa. La catalasa es una de las enzimas antioxidantes 

que contiene el líquido seminal y que protege al espermatozoide de los efectos 

nocivos de las especies reactivas de oxígeno. La catalasa dismuta el peróxido 

de hidrógeno en oxígeno y agua, evitando así la formación del radical hidroxilo,
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el cual es de la especies reactivas de oxígeno más citotoxico que existe. En 

diversos estudios se ha evaluado el uso de la catalasa como agente preventivo 

del estrés oxídativo durante la criopreservación. Algunos de estos estudios 

tuvieron muy buenos resultados como es el caso de los empleados en 

protocolos de criopreservación de espermatozoides de ovino (Cámara et al., 

2011) y humanos (Li et al., 2010).

4.5.3. Vitaminas C y E. Las vitaminas C y E también cumplen con 

una función antioxidante, al disminuir el porcentaje de peroxidación lipidica (Azzi 

et al., 2000). La vitamina C al donar electrones al radical tocoperoxil de la 

vitamina E oxidada, recicla la función antioxidante del a-tocoferol, ayudando a 

proteger a la membrana lipídica de la peroxidación, por lo cual la vitamina E 

sólo puede ser efectiva para crioprotección de la célula en combinación con la 

vitamina C (Carr et al., 2000).
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5.1. Localización del experimento

El estudio se realizó en la granja ”la posta” de la Universidad del 

Papaloapan, ubicada en la Ciudad de Loma Bonita, Oaxaca., en las 

coordenadas geográficas 95° 53' 34” longitud oeste y 18° 06' 09” latitud norte 

(INEGI, 2014).

5.1.1. Clima. El clima es cálido húmedo con lluvias abundantes en 

verano. La temperatura y precipitación anual promedio es de 25 °C y 1,845.2 

mm, respectivamente (FAM, 2014).

5.2. Material biológico

Se utilizaron tres conejos machos adultos de la raza Nueva Zelanda, los 

cuales fueron mantenidos en la unidad de producción cunicola de la posta 

zootécnica de la Universidad del Papaloapan campus Loma Bonita. Dichos 

animales estuvieron bajo un sistema semi-intensivo en jaulas con una 

alimentación a base de concentrados comerciales y agua ad-libitum.

5.3. Tratamientos y diseño experimental

Se evaluó la capacitación espermática a las 0 h en siete eyaculados de 

semen fresco (T0) y las 24 h con GSH (T1) y sin GSH (T2). Cada eyaculado se 

dividió en dos alícuotas que correspondieron a los tratamientos T1 y T2. Así, se 

utilizaron un total de 22 repeticiones por cada tratamiento, bajo un diseño

5. MATERIALES Y MÉTODOS
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completamente al azar. En total se utilizaron 29 eyaculados procedentes de tres 

conejos.

5.4. Desarrollo del experimento

5.4.1. Obtención del eyaculado. La recolección de semen se 

realizó mediante una vagina artificial que consistió en un tubo cilíndrico, en cuyo 

interior contiene una cámara de aire construida con un globo de latex, donde 

fue depositada agua a 45 °C y se selló con un tapón de goma, en la salida del 

tubo se colocó a presión otro tubo de 15 ml, donde se depositó el eyaculado 

(Figura 5). Para estimular al conejo se utilizó una hembra para monta directa, 

cuando el macho desenvaino su pene se le colocó la vagina artificial para que 

eyaculara dentro de ella. Posteriormente, el eyaculado se depositó en un tubo 

eppendorf y se cubrió para evitar que fuera expuesto a la luz.

5.4.2. Evaluación del eyaculado. Los 29 eyaculados obtenidos 

se mantuvierón a 37.5 °C y transportados en tubos eppendorf al laboratorio de 

reproducción animal asistida de la Universidad del Papaloapan, los cuales se 

depositaron en la incubadora para mantener dicha temperatura hasta el tiempo 

de evaluación.

5.4.3. Evaluación macroscópica y microscópica del eyaculado.

En cada eyaculado se determinó el volumen y color (características 

macroscópicas). El volumen se midió directamente al ser depositado el 

eyaculado en el tubo eppendorf de 1.5 ml. Al mismo tiempo se determinó el 

color; si el eyaculado tenía una tonalidad clara la calidad era mala y no se
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usaba; mientras que si la muestra tenía una tonalidad blanca cremosa la 

muestra era buena. También se realizó la determinación de la movilidad y 

viabilidad espermática (características microscópicas). Para determinar la 

movilidad se colocó una gota de la muestra en un portaobjetos y se observó con 

el objetivo de 40x del microscopio. La viabilidad se determinó utilizando una 

gota de eosina-nigrosina al 5 %.

5.4.4. Dilución del semen. De los 29 eyaculados 22 se dividierón 

en dos alícuotas, mientras los otro siete permanecieron como control, las cuales 

solo se evaluaron en fresco, y fueron centrifugados a 60 rpm, durante 5 

minutos. Posteriormente, a la muestra se le retiró todo el sobrenadante (fluido 

seminal) y se añadió 1 ml de solución TCM-199, la cual es un diluyente 

comercial, una vez diluido, a una muestra se le agregó 100 ^l de GSH a 5 mM y 

a las muestras del T2 no se le agregó GSH y se colocaron en refrigeración a 

5°C durante 24 h.

5.5. Preparación de un buffer para clortetraciclina

La solución buffer, donde se disolvió la clortetraciclina se preparó de la 

manera siguiente: a 5 ml de agua destila se le agregó 0.0379 mg de cloruro de 

sodio. Posteriormente, se adicionó 0.0030 mg de cisteína y finalmente se 

añadió 0.0157 mg de tris, todo fue mezclado con la ayuda de un agitador 

magnético. De la solución buffer se tomó 1 ml, el cual se colocó en un tubo de 

ensaye cubierto con papel aluminio, y se agregó 0.0005 mg de clortetraciclina. 

Dicha solución se agitó y filtró.

17



5.6. Determinación de la capacitación espermática

Para esta variable se siguió el procedimiento siguiente: en un 

portaobjetos se colocarón 5 ^l de la muestra de semen ya diluida y se le agregó 

5 ^l de clortetraciclina. Posteriormente, se dejó reposar durante 10 minutos y se 

procedió a evaluar la capacitación espermática mediante un microscopio de 

inmunofluorescencia en obscuridad absoluta. Se realizó un conteo de 100 

espermatozoides y se clasificaron de acuerdo a un patrón de fluorescencia 

como se indica a continuación.

Patrón A: Fluorescencia uniforme en la cabeza y acrosoma intacto, las 

cuales son características de espermatozoides sin capacitar y acrosoma intacto.

Patrón B: La fluorescencia se concentra en la región acrosomal y una 

banda sin fluorescencia en la región post-acrosomal. Estas características son 

de un espermatozoide capacitado con el acrosoma intacto.

Patrón C: No presenta fluorescencia en la cabeza, excepto una delgada 

banda fluorescente en la región ecuatorial. Esta última es la característica de un 

espermatozoide que sufrió una reacción acrosomal.

5.7. Análisis estadístico

Los datos obtenidos de las variables evaluadas se sometieron a un 

análisis de varianza de una vía para probar diferencias entre ellos. La 

comparación de medias de los tratamientos se realizó mediante la prueba de 

Tukey con un nivel de significancia de 0.05, para dicho análisis se utilizó el 

programa estadistico SAS (1998).
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Los valores promedio de las características de los eyaculados obtenidos a 

través de la vagina artificial, se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Valores promedio de las características de los siete 
eyaculados de conejo

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Número de Volumen Color Movilidad Viabilidad
eyaculados (n) (ml) (%) (%)

7 0.80 Blanco 89.3 91.1

Donde se observa que el volumen promedio de los eyaculados fue de 0.80 

ml, lo cual está dentro del rango reportado como normal por otros 

investigadores 0.3-1.0 ml (Alvariño, 1993). Los eyaculados frescos tuvieron una 

movilidad de 89.3 %, superior a lo reportado por Mathur et al. (1993) y 

Hérnandez et al. (2008), quienes reportan 63.4 y 82.7 % de movilidad, 

respectivamente, en eyaculados de conejo. Un eyaculado de buena calidad 

debe tener una movilidad de 60 a 70 % (Alvariño, 1993). El porcentaje de 

espermatozoides vivos en los eyaculados frescos fue de 91.1 %, similar a lo 

reportado por Hernández et al. (2008) con un valor de 90.9 % y superior a lo 

reportado por Mathur et al. (1993) que fue de 70.9 % en semen fresco de 

conejo.

La Figura 3, muestra los resultados obtenidos de espermatozoides no 

capacitados y con acrosoma intacto (A), capacitados y con acrosoma intacto (B) 

y con reacción acrosomal (C) en semen fresco (n=7 eyaculados) y almacenado 

por 24 h en presencia o ausencia de GSH (n=22 eyaculados). La mejor 

respuesta se presentó con el tratamiento T1 a las 24 h con GSH, con un valor
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de 42 % de espermatozoides no capacitados y con el acrosoma intacto con 

diferencias estadísticas significativas (P<0.5), respecto al tratamiento T0 

(control) y el T2 sin GSH refrigerado a las 24 h con valores de 30 % y 35 %, 

respectivamente.

O/GSH al 0 mM 24/GSH al 5mM 24/GSH al 0 mM 

Tiempo (horas)

Figura 3. Espermatozoides no capacitados (A) capacitados 
(B) y con reacción acrosomal (C) a las 0 y 24 h (en 
presencia y ausencia de GSH).

Al realizarse la criopreservacion de semen mediante la refrigeración a 5 °C 

da lugar a un aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno. El 

estrés oxidativo causado por el exceso de especies reactivas de oxígeno, está 

relacionado con una disminución de motilidad y viabilidad, es decir una baja 

fertilidad espermática (El-Sissy et al., 2007).

En este estudio la adición de glutatión reducido (GSH) en una 

concentración de 5 mM adicionando 100 ^l a las muestras de semen de conejo 

mejoró significativamente la cantidad de espermatozoides sin capacitar (42 %) a
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las 24 h de conservación a 5 °C. Al respecto, algunos estudios realizados 

reportan efectos positivos del GSH en la calidad del semen en otras especies 

animales. Por ejemplo, Sinha et al. (1996) reportaron que la adición de 5 mM de 

GSH en diluyentes de semen de cabra incrementó la viabilidad espermática 

hasta en un 55.7 %.

El 42 % de espermatozoides no capacitados que se obtuvo al refrigerar el 

semen en presencia de GSH a una concentración de 5 mM, es inferior a lo 

reportado por Marco-Jiménez et al. (2006) quienes al criopreservar semen de 

conejo utilizando medio suplementado con GSH a una concentración 0.5 mM 

obtuvieron un 48 % de espermatozoides no capacitados. Sin embargo, nuestros 

resultado fueron superiores a lo reportado por Gadea et al. (2005) en 

espermatozoides de borrego (40.8 %).

Las diferencias observadas con respecto a los resultados obtenidos por 

Marco-Jiménez et al. (2006) podría deberse a la concentración utilizada de GSH 

(0.5 vs 5.0 mM). Este efecto del GSH coincide con los efectos reportados 

cuando se suplementa el medio de dilución durante el proceso de congelación 

o refrigeración (Gadea et al., 2013).

El semen refrigerado a 5 °C durante 24 h en presencia de GSH, tuvo 

menor porcentaje de espermatozoides capacitados (B) (48 %) en comparación 

con el semen fresco y refrigerado sin GSH (59 y 55 %, respectivamente). De 

acuerdo a Bailey et al. (2002), los cambios que ocurren en la membrana celular 

debido a las temperaturas de refrigeración causan un aumento en los niveles de
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Ca2+ similar a lo que ocurre durante la capacitación espermatica (Cormier y 

Bailey, 2003).

Los procesos de refrigeración y/o congelación están asociadas con un 

daño en la función espermática ocasionando una disminución de la fertilización 

exitosa del ovocito (Bailey et al., 2000). Durante los procesos de 

criopreservación se lleva a cabo un incremento en la producción de especies 

reactivas de oxígeno (Bilodeau et al., 2000; Ball et al., 2001), lo cual puede 

inducir cambios en la estructura y función de la membrana del espermatozoide. 

La función básica del GSH en semen de mamíferos es su interacción con otros 

sistemas como un mecanismo preventivo contra especies reactivas de oxígeno, 

esta función ayuda a contrarestar los efectos del estrés oxidativo en células 

espermáticas, lo cual podría resultar en un daño en la movilidad, capacitación 

espermática e integridad genómica.

La membrana acrosomal tiene un papel fundamental en la fecundación. 

En el acrosoma se pueden distinguir tres regiones claramente diferenciadas: la 

zona acrosomal con su borde apical, la zona post acrosomal y el segmento 

ecuatorial entre ambas, los mismos que tienden a romperse durante los 

procesos de conservación como son la refrigeración, congelación y 

descongelamiento. Muestras seminales con alta proporción de alteraciones 

acrosomales suelen tener una fertilidad baja (Peña y Linde-Forsberg, 2000).

La reactividad de la membrana acrosomal representa un requisito absoluto 

para la fertilización y sólo los espermatozoides que pueden realizar la reacción
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acrosomal (con acrosoma intacto) de manera sincronizada con la fase de 

penetración del ovocito, tienen la habilidad de pasar a través de la zona 

pelúcida y, como consecuencia, fusionarse con éste para formar un embrión 

(Januskauskas et al., 2000). Fraser (1994) ya había demostrado en 

espermatozoides de ratón que sólo aquellos con acrosoma intacto pueden 

unirse a la membrana pelúcida. La integridad de la membrana plasmática y 

acrosomal mejoraron la viabilidad espermática; mientras el proceso de 

criopreservación podría afectar estas membranas ocasionando daños como 

hinchamiento y disrupción de las mismas, cambios en la fluidez, alteración del 

flujo de calcio y cambios en la actividad enzimática que pueden inducir una 

capacitación espermática anticipada, viéndose afectada la fertilidad (Tartaglione 

y Ritta, 2004).
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7. CONCLUSION Y RECOMENDACIÓN

Se concluye que la suplementacion con 100 ^l de GSH a una 

concentración 5 mM tiene un efecto benéfico en la disminución de la 

capacitación de los espermatozoides de conejo refrigerados a 5 °C durante 24 

horas.

Logrando incrementar el porcentajes de espermatozoides no capacitados 

con acrosoma intacto patrón A y disminuye el porcentaje de los 

espermatozoides capacitados con cromosoma intacto patrón B.

Se recomienda suplementar los medios de dilución con 100 ^l de GSH a 

una concentración 5 mM, cuando se realice la refrigeración de semen de 

conejo a 5 °C durante 24 horas.

Así mismo realizar estudios a otras concentraciones de GSH y a distintos 

tiempos ya sea en refrigeración, congelación o vitrificación, con los cuales poder 

obtener más información.

Se recomienda realizar investigaciones sobre fertilidad en hembras 

inseminadas con semen refrigerado y suplementado con GSH.
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