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RESUMEN 

Con el objetivoo de implementar el test hipoosmótico como prueba complementaria en la evalua­
ción del semen bovino pre y postdescongelación, se evaluaron dos soluciones hipoosmóticas en 
concentraciones de 100 Y 150 mOsmollL en el semen de dos toros Blanco Orejinegro del Centro 
de Inseminación Artificial San Pablo de la Universidad Nacional de Colombia Sede MedelHn. Los 
resultados mostraron que la proporción de espermas vivos (73,5%) fue superior a la de espermas 
que reaccionaron al test hipoosmótico (53,4%), evidenciando que no todos los espermatozoides 
vivos poseen una membrana bioquímicamente activa ycapacitada para soportar un hinchamiento 
osmosis. El análisis de varianza mostró que la etapa de procesamiento (pre ypostdescongelación), 
la osmolaridad de la solución ( 100 Y 150 mOsmollL), el toro, el control y la interacción entre la 
etapa de procesamiento yla osmolaridad de la solución explicaron 81,5% Y89,8% de las varia­
ciones en el porcentaje de espermas reaccionados y vitales, respectivamente (p sO,OOI). De 
estos factores la etapa de procesamiento, la solución hipoosmótica y el toro tuvieron efecto 
altamente significativo sobre el porcentaje de espermas reaccionados (p s O, 00 1). La etapa de 
procesamiento y el toro influenciaron de manera altamente significativa los cambios en la vitalidad 
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(p<; 0,001). Las variaciones en la morfología espermática normal se explicaron en un 9/,1% (p<; 
0,00 1) por la etapa de procesamiento, el toro y la interacción entre estos dos factores. Se encon­
traron correlaciones positivas ysignificativas entre los porcentajes de espermas reaccionados y la 
vitalidad (0,80: P<; 0,0001) Yentre los espermas reaccionados y los espermas normales (0,71; 
P<; 0,00 I J, respectivamente. Estos resultados evidenciaron una asociación positiva entre los 
espermas con integridad funcional de la membrana plasmática (reaccionados al test hipoosmótico) 
y el porcentaje de espermas vivos y morfológicamente normales. En concordancia con este hallaz­
go se presentaron correlaciones negativas entre el porcentaje de espermas reaccionados y el 
porcentaje de espermas anormales. Se concluye que los espermas bovinos frescos y 
postdescongelados presentaron un máximo de reacción a la solución hipoosmótica alOa mOsmol/ 
Lyque el porcentaje de espermas que respondieron al test con hinchamiento fue 20% menos que 
el porcentaje de espermas teñidos con el colorante supravital, siendo el test hipoosmótico una 
prueba complementaria de utilidad en la evaluación del semen bovino pre ypostdescongelación. 

Palabras clave: Blanco orejinegro, BON, semen de toros, espermatología, morfología 
espermática, vitalidad espermática, evaluación del semen. 

ABSTRACT 

EVALUATlON OF THE FUNCTlONAL INTEGRITY OF THE PLASMATlC MEMBRANE OF BOVINE 
SPERM VIA THE HYPOOSMOTlC TEST (HOST) 

In order to implement the hypoosmotic test as a complementary assay for the evaluation ofpre­
and post-freezing and thawing bovine semen, two hypoosmotic solutions at 100 and 150 mOsmol/ 
Lwere evaluated, using semen from two bulls ofthe San Pablo Artificiallnsemination Center ofthe 
National University ofColombia, Medellín campus. The percentage oflive sperm (73,5%) was 
greater than the percentage ofsperm that reacted to the hypoosmotic test (53,4%), showing that 
not all the viable sperm hove a biochemically active membrane capable ofsupporting an osmotic 
swelling. An analysis ofvariance indicated !hat Processing stage (pre and post freezing and thawing) , 
Solution osmolarity (100 and 150 mOsmol/L), Bull, Control test and the interaction between 
Processing stage and Solution osmolarity explained 81 ,5% and 89,8% of the variance in percentage 
ofsperm reacting and sperm viability, respective Iy (p <; 0,00 I). Processing stage, Solutíon osmolarity 
and Bull were highly significant factors (p<;O,OO 1) with respect to the percentage ofsperm reacting, 
and Processing stage and Bull in~uenced sperm viability in a highly significant manner (p<; O, 00 1). 
Variation in normal sperm morphology was explained (91.1 %, p<; 0,00 1) by Processing stage, Bull 
and the interaction between them. Positive correlations were documented between percentage of 
sperm reacting and viability (0.80: p<; 0,000 1), and between percentage ofsperm reacting and 
normal morphology (0,71: p<;, 00 1), respective/y. These results show a 
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positive association between sperm with a functional integrity oftheir p/asmatic membrane (sperm 
reacting to the hypoosmotic test) and the percentage oflive sperm with a normal morph%gy. 
Consistent with this result, a negative correlation between sperm reacting and percentage of 
abnormal sperm was found. In conc/usion. fresh and post-tawed bovine sperm showed maximal 
reactions to 100 mOsmol/1 ofosmolarity and the percentage ofsperm reacting that responded to 
the test by swellíng was 20% less than the percentage of sperm colored with supravital stain. 
These results makes of the hypoosmotic test a complementary assay useful to assess bovine 

semen before and after freezing. 

Key words: Blanco Orejinegro, BON, bovine semen, spermatology, sperm morphology, 

sperm viability. 

INTRODUCCiÓN 

La evaluación estándar de semen incluye 
varios parámetros: volumen, concentración, 
movilidad, vitalidad y morfología Se ha 
asumido que estas medidas proveen infor­
mación de la cantidad del eyaculado y de 
la calidad de la espermatogénesis (Correa 
y 1994); sin embargo, estos 
parámetros tienen limitaciones y no pue­
den ser usados como pronóstico confiable 
de la capacidad fertilizante del espermato­
zoide in vivo ó in vitro (Glass y Ericsson, 1979; 
Hoing, Devroey y Van Steirtghem,1986; 
Berger y Parker,1989; Zavos y 
Centola, 1990; Correa y Zavos, 1994). 

Además de la evaluación estándar, se han 
desarrollado otras pruebas para medir la 
funcionalidad espermática (penetración del 
moco cervical, prueba de unión a la 
hemizona, penetración de oocitos de 
hámster libres de zona pelúcida, tinción tri­
ple, cuantificación del ATP espermático y 
actividad de la acrosina), las cuales han pre­
sentado desventajas porque consumen 
tiempo y no son aplicables en condiciones 
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clínicas o de campo (Toda et al., 1992; Co­
rrea y Zavos, 1994) 

Debido a que la estructura y funcionalidad 
de la membrana espermática son 
les para mantener la viabilidad y la capaci­
dad fertilizante de los espermatozoides, es 
necesario evaluar la integridad de la mem­
brana a través de pruebas de laboratorio. 
Los eventos que ocurren durante la 
zación como son la capacitación, la reac­
ción acrosómica y la fusión espermática al 
oocito, requieren de una membrana acti­
va. La fertilización no ocurre si la membra­
na esta estructural ó físicamente Intacta, 
pero bioquímica y funcionalmente inacti­
va (Correa y Zavos, 1994). 

El método tradicional para examinar la in­
tegridad de la membrana espermática 
involucra la evaluación del porcentaje de 
espermatozoides viables por los métodos 
de exclusión por tinción (Azul de tripano o 
Eosina-nigrosina), los cuales hacen parte 
de los análisis estándar usados por la Or­
ganización Mundial de la Salud (WHO, 
1998) El inconveniente de este método 
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(ps 0,001 J. Las variaciones en la morfología espermática normal se explicaron en un 91,1% (ps 
0,00 1) por la etapa de procesamiento. el toro y la interacción entre estos dos factores. Se encon­
traron correlaciones positivas y significativas entre los porcentajes de espermas reaccionados y la 
vitalidad (0.80: Ps 0.0001) Yentre los espermas reaccionados y los espermas normales (0.71 : 
Ps 0,001). respectivamente. Estos resultados evidenciaron una asociación positiva entre los 
espermas con integridad funcional de la membrana plasmática (reaccionados al test hipoosmótico) 
yel porcentaje de espermas vivos y morfológicamente normales. En concordancia con este hallaz­
go se presentaron correlaciones negativas entre el porcentaje de espermas reaccionados y el 
porcentaje de espermas anormales. Se concluye que los espermas bovinos frescos y 
postdescongelados presentaron un máximo de reacción a la solución hipoosmótica a 100 mOsmol/ 
L y que el porcentaje de espermas que respondieron al test con hinchamiento fue 20010 menos que 
el porcentaje de espermas teñidos con el colorante supravital. siendo el test hipoosmótico una 
prueba complementaria de utilidad en la evaluación del semen bovino pre y postdescongelación. 

Palabras clave: Blanco orejlnegro, BON, semen de toros, espermatología, morfología 
espermática, vitalidad espermática, evaluación del semen. 

ABSTRACT 

EVALUATlON OF THE FUNCTlONAL INTEGRITY OF THE PLASMATlC MEMBRANE OF BOVINE 
SPERM VIA THE HYPOOSMOTlC TEST (HOST) 

In order to implement the hypoosmotic test as a complementary assay for the evaluatíon ofpre­
and post-freezing and thawíng bovine semen, two hypoosmotic solutions at 100 and 150 mOsmol/ 
Lwere evaluated, using semen from two bulls afthe San Pablo Artificia/lnseminatian Center afthe 
Natíonal University ofColombia. Medellín campus. The percentage ofUve sperm (73.5%) was 
greater than the percentage ofsperm that reacted to the hypoasmotic test (53.4%). shawing that 
not all the viable sperm have a biochemically active membrane capable ofsupporting an osmotic 
sweJ/ing. An analysis ofvariance índícated that Processíng stage (pre and post freezíng and thawing). 
Solution osmolarity (100 and 150 mOsmo//L), Bull, Control test and the ínteraction between 
Processíng stage and Solution osmolaríty explaíned 81 ,5% and 89,8% afthe variance ín percentage 
afsperm reactíng and sperm viabilíty. respectively (p,'; 0.00 1). Processing stage. Solution asmolaríty 
and Bull were highly sígnificant factors (psO.OO /) with respect to the percentage ofsperm reactíng. 
and Processing stage and Bull ín~uenced sperm víability in a highly significant manner (psO.OO /). 
Variation in norma/ sperm morph%gy was exp/ained (9/./ %, psO.OO / ) by Processing stage. Bull 
and the ínteraction between them. Positive correlations were documented between percentage of 
sperm reactíng and víabi/ity (0.80; ps 0,000/). and between percentage ofsperm reactíng and 
norma/ morpha/ogy (0.71; ps.OO 1), respective/y. These results show a 
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posítive associatíon between sperm with a functional integrity oftheir plasmatic membrane (sperm 
reacting to the hypoosmotic test) and the percentage ofUve sperm with a normal morPhology. 
Consistent wíth this result. a negative correlation between sperm reacting and percentage of 
abnormal sperm was found. In conc/usion. fresh and post-tawed bovine sperm showed maximal 
reactions to 100 mOsmol/1 ofosmolarity and the percentage ofsperm reacting that responded to 
the test by swelling was 20% less than the percentage ofsperm colored with supravital stain. 
These results makes of the hypoosmotic test a complementary assay useful to assess bovine 
semen before and after freezing. 

Key words: Blanco Orejinegro, BON, bovine semen, spermatology, sperm morphology, 
sperm viability. 

INTRODUCCiÓN 

La evaluación estándar de semen incluye 
varios parámetros: volumen, concentración, 
movilidad, vitalidad y morfología. Se ha 
asumido que estas medidas proveen infor­
mación de la cantidad del eyaculado y de 
la calidad de la espermatogénesis (Correa 
y lavos, 1994); sin embargo, estos 
parámetros tienen limitaciones y no pue­
den ser usados como pronóstico confiable 
de la capacidad fertilizante del espermato­
zoide in vivo óin vitro (Glass y Ericsson, 1979; 
Hoing, Devroey y Van Steirtghem,1986; 
Berger y Parker,1989; lavos y 
Centola, 1990; Correa y lavos, 1994). 

Además de la evaluación estándar, se han 
desarrollado otras pruebas para medir la 
funcionalidad espermática (penetración del 
moco cervical, prueba de unión a la 
hemizona, penetración de oocitos de 
hámster libres de zona pelúcida, tinción tri 
pie, cuantificación del ATP espermático y 
actividad de la acrosina), las cuales han pre­
sentado desventajas porque consumen 
tiempo y no son aplicables en condiciones 
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clínicas o de campo (Toda et al.,1992; Co 
rrea y Zavos, 1994). 

Debido a que la estructura y funcionalidad 
de la membrana espermática son esencia­
les para mantener la viabilidad y la capaci­
dad fertilizante de 105 espermatozoides, es 
necesario evaluar la integridad de la mem­
brana a través de pruebas de laboratorio 
Los eventos que ocurren durante la fertili­
zación como son la capacitación, la reac­
ción acrosómica y la fusión espermática al 
oocito, requieren de una membrana acti­
va. La fertilización no ocurre si la membra­
na esta estructural ó físicamente intacta, 
pero bioquímica y funcionalmente inacti­
va (Correa y lavos, 1994) 

El método tradicional para examinar la in­
tegridad de la membrana espermática 
involucra la evaluación del porcentaje de 
espermatozoides viables por los métodos 
de exclusión por tinción (Azul de tripano o 
Eosina-nigrosina), los cuales hacen parte 
de los análisis estándar usados por la Or­
ganización Mundial de la Salud (WHO, 
1998). El inconveniente de este método 
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Durante la prueba HOST los esperma­
Por consiguiente, la evaluación de la 

tozoides bioquímicamente actiVOS,
funcionalidad de la membrana espermática 

permitirán la entrada de agua como 
ser un indicador de la consecuencia de la dinámica de equilibrio 

fertilizante del espermatozoide entre los fluidos del entorno extracelular Y 
et al., 1990; Correa y Zavos, 1994; el compartimento interno de los 
et al., 1997). espermatozoides, ndoles un 

hinchamiento, el es señal de la 
Existen dos pruebas para uar la integridad de la membrana y de la actividad 
integridad de la membrana de los 

funcional de la misma (transporte normal 
espermatozoides: la prueba su pravital 

de agua a t d la membrana 
(vitalidad o tinción vivo-muerto) Y la de 

espermática) (Drevius y Enkson,1966; 
hinchamiento hipoosmótico (HOST). Cada 

Jeyend ran et al., 1984; Correa y Zavos,
una de estas evalúa características diferentes 

1994). Este efecto puede ser observado
de la membrana espermática. La primera 

con un microscopio de contraste de fase. 
mide SI existen qUiebres de la membrana 


las muertas que Incorporan el 

El medio hipoosmótico óptimo es aquel

colorante) mientras que la HOST si 
que ejerce un estrés osmótico grande, capaz

la membrana intacta está físicamente activa 
de causar un observable del 

y bioquímicamente funcional et volumen pequeño para
al., 1990 YCorrea y Zavos, 1994}. 

prevenir la IíSIS de la espermática 
(Jeyendran et al, 1 Zavos, 1990; Kumi-

La prueba HOST fue diseñada por Jeyendran 
Dlaka, 1993; Correa y Zavos, 1994; Vazquez 

et al. (1984) para evaluar la funcionalidad 
et a/., 1997) La solUCión hipoosmótica a 

de la membrana espermática. Su prinCipio 
1 OOmOsm/L ha resultado ser la de mayor 

se basa en la observación del aumento del 
producción de espermatozoides bovinos 

tamaño de los espermatozoides expuestos 
hinchados claramente identificables y la que

a condiciones hipoosmóticas (Bredderman 
mejor conserva la integridad de la

y Foote, 1 Drevius, 1971 YCorrea y 
membrana durante la prueba HOST (Correa

Zavos, 1994). Los primeros en demostrar 
y Zavos, 1994) el aumento del tamaño celular de los 


espermatozoides colocados en una solución 

Se ha reportado una de 0,90 

hipoosmótica fueron Drevlus y Erikson 
(p 0,001) entre el de

(1966), quienes lo asociaron con la 
espermatozoides capaces de sufrir hincha­

expansión de la membrana celular 
miento en el HOST y el porcentaje de 

que cubre la cola, la cual produce una 
oocitos de hamster desnudos penetrados 

presión, forzando el enrollamiento del 
por espermatozoides (ZFHO) (Jeyendran et 

flagelo dentro de la membrana El 
al, 1984) De Igual forma se ha encontra­

enrollamiento de la cola comienza en la 
do relacion estrecha (r 0.90; p<O.OOl) 

parte distal y continúa hacia la 
entre el porcentaje de espermatozoides re­

intermedia Y a medida que es más 
accionados y los resultados de fertilización 

baja la osmótica del medio in vitro (FIV) en humanos (Jeyendran et al.,
y Erikson, 1 Jeyendran et a/., 1984 Y 

1984; Van Der Venn et al., 1986).
Correa y Zavos, 1994;). 
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Por consiguiente, la evaluación de la 
funcionalidad de la membrana espermática 
parece ser un indicador de la capacidad 
fertilizante del espermatozoide (laneveld 
et al., 1990; Correa y lavos, 1994; Vazquez 
et al., 1997). 

Existen dos pruebas para evaluar la 
integridad de la membrana de los 
espermatozoides: la prueba su pravital 
(vitalidad o tinción vivo-muerto) y la de 
hinchamiento hipoosmótico (HOST) Cada 
una de estas evalúa características diferentes 
de la membrana espermática. La primera 
mide si existen quiebres de la membrana 
(células muertas que incorporan el 
colorante) mientras que la HOST evalúa si 
la membrana intacta está físicamente activa 
y bioquímica mente funcional (laneveld et 
al., 1990 y Correa y lavos, 1994). 

La prueba HOST fue diseñada por Jeyendran 
et al. (1984) para evaluar la funcionalidad 
de la membrana espermática. Su principio 
se basa en la observación del aumento del 
tamaño de los espermatozoides expuestos 
a condiciones hipoosmóticas (Bredderman 
y Foote, 1969; Drevius, 1971 y Correa y 
lavas, 1994). Los primeros en demostrar 
el aumento del tamaño celular de los 
espermatozoides colocados en una solución 
hipoosmótica fueron Drevius y Erikson 
(1966), quienes lo asociaron con la 
expansión esférica de la membrana celular 
que cubre la cola, la cual produce una 
presión, forzando el enrolla miento del 
flagelo dentro de la membrana. El 
enrollamiento de la cola comienza en la 
parte distal y continúa hacia la pieza 
intermedia y cabeza a medida que es más 
baja la presión osmótica del medio (Drevius 
y Erikson, 1966; Jeyendran et al., 1984 y 
Correa y lavos, 1994;). 

Durante la prueba HOST los esperma 
tozoides bioquímica mente activos, 
permitirán la entrada de agua como 
consecuencia de la dinámica de equilibrio 
entre los fluidos del entorno extracelular y 
el compartimento interno de los 
espermatozoides, causándoles un 
hinchamiento, el cual es señal de la 
integridad de la membrana y de la actividad 
funcional de la misma (transporte normal 
de agua a través de la membrana 
espermática) (Drevius y Erikson,1966, 
Jeyendran et al., 1984; Correa y 
1994) Este efecto puede ser observado 
con un microscopio de contraste de fase, 

El medio hipoosmótico óptimo es aquel 
que ejerce un estrés osmótico grande, capaz 
de causar un incremento observable del 
volumen celular, pero pequeño para 
prevenir la lísis de la membrana espermática 
(Jeyendran et al., 1984; lavas, 1990; Kumi­
Diaka,l Correa y lavas, 1994; Vazquez 
et al, 1997). La solución hipoosmótica a 
1 OOmOsm/L ha resultado ser la de mayor 
producción de espermatozoides bovinos 
hinchados claramente identificables y la que 
mejor conserva la integridad de la 
membrana durante la HOST (Correa 
y 1994) 

Se ha reportado una correlación de 0,90 
(p<O,OOl) entre el porcentaje de 
espermatozoides capaces de sufrir hincha­
miento en el HOST y el porcentaje de 
oocitos de hamster desnudos penetrados 
por espermatozoides (lFHO) (Jeyend ran et 
al, 1984) De igual forma se ha encontra­
do relacion estrecha (r~O,90; p<0.001) 
entre el porcentaje de espermatozoides re­
accionados y los resultados de fertilización 
in vitro (FIV) en humanos (Jeyendran et al, 
1984, Van Der Venn et al., 1986), 
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La prueba HOST es recomendada como una Recolección, evaluación, dilución y conge­
prueba adicional a la evaluación estándar lación del semen. La recolección del se­
del semen como medida de la integridad men se realizó con una vagina artificial. 
funcional de la membrana. También pue­ Las pruebas macroscópicas del semen in­
de ser utilizado para evaluar el incremento cluyeron: volumen eyaculado, densidad, 
cuantitativo de espermatozoides capacita­ color, presencia de sustancias extrañas y pH. 
dos que sufren la reacción acrosómica y Las pruebas microscópicas consideraron: 
para observar alteraciones en la permeabi­ movilidad masal, movilidad individual y 
lidad de la membrana espermática bajo concentración. Posteriormente se llevó a 
condiciones que suponen capacitación (Co­ cabo el HOST y el test de tinción supravital 
rrea y lavos, 1994) o debidas al proceso para semen fresco. El semen recolectado 
de criopreservación (Correa, Heersche y fue diluido en tris-yema, usando como 
lavas, 1997). crioprotector glicerol al 7%. Este material 

fue congelado en pajillas francesas de 0,5 
MATERIALES Y MÉTODOS mi. 

Localización. El estudio se realizó en el Preparación de la solución hipoosmÓtica. 
Laboratorio de Procesamiento de Semen Se prepararon dos uClones 
San Pablo de la Universidad Nacional de hipoosmóticas compuestas por fructosa y 
Colombia, Sede Medellín, ubicado en la citrato de sodio en agua grado reactivo a 
vereda Tablacito del municipio de Rionegro 100 Y 150 mOsmol/L (Correa y lavos, 
(AntioqUla) a 2100 msnm, precipitación 1994) 
promedia anual de 2000 mm y temperatu­
ra promedia de 18°(, condiciones Descongelación del semen y preparación 
bioclimáticas correspondientes a la zona de de muestras descongeladas para el HOST 
vida de bosque húmedo montano baJo La descongelación del semen se realizó en 
(bh-MB) (Espinal y Montenegro, 1963). agua a 37°C por 30 segundos. Para el HOST 

se diluyó el contenido de dos pajillas en 
Población de estudio. Se utilizó semen fres­ dos mi de citrato de sodio al 2,9%. La 
co y congelado procedente de dos toros, mezcla fue centrifugada a 400xg a 37°C 
uno de raza Holstein y otro de la raza Blan­ durante 8 minutos. El sobrenadante fue 
co Orejinegro (BON) de 24 y 36 meses de descartado y el precipitado espermático fue 
edad y 622 Y 851 kg. de peso vivo, res­ resuspendido en 0.5 mi de citrato de sodio 
pectivamente. Los toros del estudio se diag­ al 2,9%. La muestra fue mantenida en 
nosticaron negativos para enfermedades baño maría a 37°C hasta la realización del 
específicas de la reproducción y permane­ HOST 
cieron en el Centro San Pablo baJo un plan 
de alimentación de pastoreo de kikuyo Test hipoosmótico (HOST). Para el test 
(Pennisetum clandestinum) , con pasto de hipoosmótico se mezclaron 0,1 mi de se­
corte King Grass (P.purpureum x P. typhoídes) , men fresco o criopreservado con 1 mi de 
concentrado comercial, agua y sal mineral cada una de las soluciones hipoosmóticas 
a libre disposición. (100 Y 150 mOsmol!L); la mezcla fue in­

1988 Rev.FacNal ..l\.grMedell:n.VoI.56, No.2.p.1983 - 1997.2003 

cubada a 37°C durante una hora. Se colo­ dos, el porcentaje de vitalidad y el de 


có una gota en un portaobjeto con lamini­ espermas anormales. 


lla y se observó al microscopio de contras­

Análisis estadístico. Se aplicó estadística te de fase a 40x contando 200 
descriptiva y análisis de varianza (ANAVA) espermatozoides por placa. Se determinó 
a las variables porcentaje de espermas re­el porcentaje de espermatozoides que mos­
accionados, vitalidad y morfología Los fac­traron hinchamiento típico de la cola en 
tores etapa de procesamiento (pre y respuesta al estrés hipoosmótico como lo 
postdescongelación), osmolaridad de la

describieron Jeyendran et al. (1 
solución hipoosmótica (1 00 Y150mOsmol!

Vázquez et al. (1997) y Neild et al. (1999) 
L), toro, control e interacción etapa de pro­
cesamiento con solución hipoosmótica se 

Test de tinción supravital y morfología 
consideraron como fuentes de variación. 

espermática. Para la prueba de vitalidad y 
Los promedios de las variables que presen~

morfología espermática se utilizó el colo­ taron efecto estadístico significativo en el 
rante eosina-nlgrosina modificado. Se con ANAVA fueron comparados mediante el 
taron 200 espermatozoides para vitalidad test de Duncan. Las asociaciones entre las 
y morfología espermáticas por placa pre­ características espermáticas se estimaron a 
parada según criterios definidos por Barth través de las correlaciones de Pearson. To­
y Oko (1989). dos los análisis estadísticos se realizaron en 

el programa SAS (1985) 
Prueba control. Con el fin de comprobar la 

funcionalidad del test hipoosmótico, se RESULTADOS y DISCUSiÓN 
realizó un control consistente en la 
incubación de semen fresco y descongela- Características espermáticas generales. En 
do a 56G C durante una hora, con el fin de la Tabla 1 se presentan los valores para el 
causa r daño físico a la mem br ana porcentaje de espermatozoides reacciona-

espermática. Este daño se evaluó por me- dos al HOSl vitalidad y espermatozoides 

dio del porcentaje de espermas reacciona- morfológica mente normales. 

Tabla 1. Valores porcentuales de los espermatozoides reaccionados al HOST, vitalidad y 

morfología normal. 

Promedio c:.tánddr variación 

Mírllrno MáXimo 

reaccíof1ados 

Vitalidad 64 73,5 13.1 17,8 50 95 

Espermatozoides 
rnorfológicamente 17 12,6 16,3 53 96 
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La prueba HOST es recomendada como una Recolección, evaluación, dilución y conge­

prueba adicional a la evaluación estándar lación del semen. La recolección del se­

del semen como medida de la integridad men se realizó con una vagina artificial. 

funcional de la membrana. También pue­ Las pruebas macroscópicas del semen in­

de ser utilizado para evaluar el incremento cluyeron: volumen eyaculado, densidad, 

cuantitativo de espermatozoides capacita­ color, presencia de sustancias extrañas y pH. 

dos que sufren la reacción acrosómica y Las pruebas microscópicas consideraron: 

para observar alteraciones en la permeabi­ movilidad masal, movilidad individual y 

lidad de la membrana espermática bajo concentración. Posteriormente se llevó a 

condiciones que suponen capacitación (Co­ cabo el HOST y el test de tinción supravital 

rrea y Zavos, 1994) o debidas al proceso para semen fresco. El semen recolectado 

de criopreservación (Correa, Heersche y fue diluido en tris-yema, usando como 

Zavos, 1997). crioprotector glicerol al 7%. Este material 
fue congelado en pajillas francesas de 0,5 

MATERIALES Y MÉTODOS mI. 

Localización. El estudio se realizó en el Preparación de la solución hipoosmótica. 

Laboratorio de Procesamiento de Semen Se prepararon dos soluciones 

San Pablo de la Universidad Nacional de hipoosmóticas compuestas por fructosa y 


Colombia, Sede Medellín, ubicado en la citrato de sodio en agua grado reactivo a 


vereda Tablacito del municipio de Rionegro 100 Y 150 mOsmol!L (Correa y Zavos, 


(Antloquia) a 2100 msnm, precipitación 1994). 


promedia anual de 2000 mm y temperatu­

ra promedia de 18°(, condiciones Descongelación del semen y preparación 


bioclimáticas correspondientes a la zona de de muestras descongeladas para el HOST. 

vida de bosque húmedo montano bajo La descongelación del semen se realizó en 

(bh~MB) (Espinal y Montenegro, 1963). agua a 37°C por 30 segundos. Para el HOST 
se diluyó el contenido de dos pajillas en 

Población de estudio. Se utilizó semen dos mi de citrato de sodio al 2,9%. La 

co y congelado procedente de dos toros, mezcla fue centrifugada a 400xg a 37°C 

uno de raza Holstein y otro de la raza Blan­ durante 8 minutos. El sobrenadante fue 

co Orejinegro (BON) de 24 y 36 meses de descartado y el precipitado espermático fue 

edad y 622 Y 851 kg. de peso vivo, res­ resuspendido en 0.5 mi de citrato de sodio 

pectivamente. Los toros del estudio se diag­ al 2,9%. La muestra fue mantenida en 

nosticaron negativos para enfermedades baño maría a 37°C hasta la realización del 

específicas de la reproducción y permane­ HOST. 

cieron en el Centro San Pablo bajo un plan 
de alimentación de pastoreo de kikuyo Test hipoosmótico (HOST). Para el test 

(Pennisetum c/andestinum) , con pasto de hipoosmótico se mezclaron 0,1 mi de se­

corte King Grass (P.purpureum x P.typhoides), men fresco o criopreservado con 1 mi de 

concentrado comercial, agua y sal mineral cada una de las soluciones hipoosmóticas 

a libre disposición. (100 Y 150 mOsmol!L); la mezcla fue in­
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cubada a 37°C durante una hora. Se colo­ dos, el porcentaje de vitalidad y el de 

có una gota en un portaobjeto con lamini­ espermas anormales. 

lla y se observó al microscopio de contras 

te de fase a 40x contando 200 Análisis estadístico. Se aplicó estadística 

espermatozoides por placa. Se determinó descriptiva y análisis de varianza (ANAVA) 
a las variables porcentaje de espermas re­el porcentaje de espermatozoides que mos­
accionados, vitalidad y morfología. Los fae·traron hinchamiento típico de la cola en 
tores etapa de procesamiento (pre y respuesta al estrés hipoosmótico como lo 
postdescongelación), osmolaridad de ladescribieron Jeyendran el al. (1984); 
solución hipoosmótiea (100 Y 150mOsmol! Vázquez et al. (1997) y Neild etal. (1999). 
L), toro, control e interacción etapa de pro­
cesamiento con solución hipoosmótiea se

Test de tinción supravital y morfología 
consideraron como fuentes de variación. 

espermática. Para la prueba de vitalidad y 
Los promedios de las variables que presen­

morfología espermática se utilizó el colo­
taron efecto estadístico significativo en el 

rante eosina-nigrosina modificado. Se con­
ANAVA fueron comparados mediante el 

taron 200 espermatozoides para vitalidad test de Duncan. Las asociaciones entre las 
y morfología espermáticas por placa pre­ características espermáticas se estimaron a 
parada según criterios definidos por Barth través de las correlaciones de Pearson. To­
yOko(1989). dos los análisis estadístiCOS se realizaron en 

el programa SAS (1985). 
Prueba control. Con el fin de comprobar la 

funcionalidad del test hipoosmótlco, se RESULTADOS Y DISCUSiÓN 
realizó un control consistente en la 

incubación de semen fresco y descongela­ Características espermáticas generales. En 
do a 56"C durante una hora, con el fin de la Tabla 1 se presentan los valores para el 
causar daño físico a la membrana porcentaje de espermatozoides reacciona­
espermática. Este daño se eval uó por me­ dos al HOST, vitalidad y espermatozoides 

dio del porcentaje de espermas reacciona- morfológicamente normales. 

Tabla 1. Valores porcentuales de los espermatozoides reaccionados ai HOST, vitalidad y 

morfología normal. 

PromediO estánddr variaClon 

Mmimo Máximo 

reaccionados 

95Vitalídad 64 73,5 13,1 17,8 50 

Espermatozoides 

morfológica mente 77,3 12,6 16,3 53 96 


1989Rev.Fac.NaI.AgLMedellín Vo:.56, No.2.p.1983 1997.2003 

http:RevFacNaAgrMedel�n.VoI.S6
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La proporción de espermas vivos (73, 
fue superior a la proporción de espermas 
que reaccionaron al HOST (53,4%), eviden 
ciando que no todos los espermatozoides 
vivos poseen una membrana 
bioquímicamente activa y capacitada para 
soportar un hinchamiento osmótico. Esta 
diferencia puede ser debida a que el test 
hipoosmótico evalúa aspectos de la mem­
brana esperm,ltica que el de tinción 
supravital no puede evaluar tales como la 
inactividad previa de la membrana de al­
gunos espermatozoides. Este resultado 
concuerda con el trabajO de Correa y Zavos 
(1994) qUienes encontraron 20% menos 
de espermatozoides reaccionados en com 
paración con el porcentaíe de vitalidad 

El HOST evalúa la ridad funcional de 
la membrana plasmática basado en la pro­
piedad de permeabilidad mientras que el 
test de exclusión (tinción supravital) evalúa 
la integridad estructural mediante el ingre­
so de moléculas de colorante a través de 
una ruptura en la membrana. De esta for­
ma un espermatozoide vivo puede tener 
una membrana no funcional e incapaz de 
hincharse, pero estructuralmente intacta 

et al. (1997), el HOST pue­
de ser más sen si ble y estar más relaciona­
do con la habilidad fertilizante que el test 
de exclusión. 

Factores que afectan el HOST Mediante 
un ANAVA se evaluó el efecto de la etapa 
de procesamiento (pre y 
postdesconqelación), osmolaridad de la 
solución hipoosmótica (100 Y 150 
mOsmol/L). toro, prueba control e 
interacción etapa de procesamiento con 
osmolaridad de la solución, sobre el por­
centaje de espermatozoides que reaccio 

1990 

naron al HOST De estos factores, la etapa 
de procesamiento, osmolaridad de la solu­
ción y toro explicaron en un 81,5% 
0,0001) el porcentaje de espermas reac­
cionados, 

El porcentaje promedio de espermas reac­
cionados antes de la congelación fue 
significativamente superior (62,84%) de 
espermas reaccionados después de la con­
gelación (44,03%)_ 0,05). 

El proceso de congelación y descongela­
ción daña la membrana espermática pro­
duciendo pérdida de la permeabilidad e 
impidiendo que los espermatozoides pue­
dan sufrir el proceso de hinchamiento ca­
racterístico de las células sometidas a una 
solución hipoosmótica (Kumi-Diaka, 1993; 

et a/., 1984 y Correa y Zavos, 
1994). Estos espermatOZOides probable­
mente tienen limitaciones en el potencial 
de fertilización. De acuerdo con Watson 
Kunze, Cramer y Hammerstedt (1992) pue~ 
de haber un efecto directo de la desconge­
lación sobre la membrana espermática cau­
sando pérdida de componentes 
intracelulares como nucleótidos y 
dinucleótidos. 

El porcentaje de espermatozoides reaccio­
nados también varió significativamente se-

la osmolaridad de la solución. La solu 
ció n alOa mOsmol!L produjo mayor nú 
mero de espermatozoides reaccionados 
(58,34%) que la solución a 150 mOsmol!L 
(48,53%) Este hallazgo coincide con los 
reportes de Correa y Zavos (1994) en cuanto 
a que la solución hipoosmótica alOa 
mOsmol/L produce el mayor índice de 
espermas hinchados claramente 
identificables, conservando la integridad de 
la célula durante el HOST Vázquez et al. 
(1997) reportaron que una preparación 
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espermática incubada entre 50 y 150 
mOsmol!L por 30 minutos conserva las 
membranas espermáticas intactas y conti­
nuas alrededor del axonema. 

El toro también contribuyó 
significativamente (p<:; 0,001) a la varia 
ción en el porcentaje de espermas 
nadas. El toro de la raza Blanco OreJinegro 
(BON) presentó un núrnero significa­
tivamente mayor (p<:; 0,05) de 
espermatozoides reaccionados (61 ,46%) 
que el toro ele la raza Holstein (45,40%) 

Vázquez et al. (1997) reportaron diferen­
cias físicas y bioquímicas en la membrana 
plasmática de los espermatozoides de di­
ferentes especies (caballo, toro y carnero) 
que pueden causar penetraCión diferencial 
de sustancias a través de la membrana Sin 
embargo, en la revisión de literatura con­
sultada no se encontraron reportes de 
tos o de la raza la res­
puesta de los espermatozoides al HOST. La 
raza Blanco Orejinegro ha sido considera 
da por algunos autores (Arboleda, 1980 y 
l'v1artínez, 1983) como una raza Glolla de 
alta fertÍlidad y es posible que la resisten­
cia al HOST sea un indicador de 
con mérito en futuras Investigaciones. 

Factores que afectan la vitalidad. Median­
te un ANAVA se evaluó la etapa de proce 
samiento (pre y postdescongelaclón), la 
osmolaridad de la solución hipoosmótica 
(100 Y 150 mOsmol/L), el toro, la prueba 
control y la interacción etapa de procesa 
miento con osmolaridad de la solución 
sobre el porcentaje de vitalidad. De estos 
factores, la etapa de procesamiento y el 
toro explicaron 89,8% de las variaciones 
en el porcentaje de espermas vivos 
0,0001). 
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FI porcentaje promedio de espermas vivos 
antes de la con ón fue 
significativamente superior (81, al 
porcentaje de espermas vivos después de 
la congelaCión (65, (pe:: 0,05) 

Se ha reportado que el proceso de 
criopreservación produce una pérdida con­
siderable de la vitalidad espermática cau­
sando daños severos o muerte de aproxi­
madamente el 60% de las células (Zeng y 
Terada, 2001). La reducción de la v1talidad 
está relacionada con cambios en la presión 

durante el proceso de congela­
ción y descongelación, la formación de 
hielo intracelular (aparentemente el factor 

del daño celular) y el movi­
miento de agua a través de la 
plasmática, lo cual produce daños en ella 
durante la criopreservaclón (Zeng y Terada, 
2001) Yconduce a la perdida de las barre­
ras de y por de 
los componentes vitales para 
la función (Watson, Kunze, 
Cramer y Hammerstedt, 1992). 

Se han propuesto varias hipótesis para ex­
plicar el daño por congelamiento Según 
Mazur, Lelbo y Chu (1972), cuando la tasa 
de congeiación es más alta que la óptima, 
no hay tiempo suficiente para que el agua 

salcJa de la lo cual con 
lleva al congelamiento e incremento de la 
formación de hielo Intracelular que normal­
mente es letal Por el contrario, Litvan 
(1972) propuso que el daño por 
congelamiento es debido a la ruptura de la 
membrana y a la formación de hielo 
intracelular como consecuencia de la pér­
dida de la de la membrana Más 
recientemente Muldrewy McGann (1994) 
propusieron una hipótesis de ru 
osmótica en la cual el flujo de agua impul 

1991 
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La proporción de espermas vivos 
fue su perior a la proporción de espermas 
que reaccionaron al HOST eVlden 
ciando que no todos los espermatozoides 
vivos poseen una mem brana 
bioquímicamente activa y capacitada para 
soportar un hinchamiento osmótico. Esta 
diferencia puede ser debida a que el test 
hipoosmótico evalúa aspectos de la mem­
brana espermática que el de tlnción 
supravital no puede evaluar tales como la 
inactividad previa de la membrana de al­
gunos espermatozoides. Este resultado 
concuerda con el trabajo de Correa y lavos 
(1994) qUienes encontraron 20% menos 
de espermatozoides reaccionados en com­
paración con el porcentaje de vitalidad. 

EII-IOST evalúa la integridad funcional de 
la membrana plasmática basado en la pro­
piedad de permeabilidad mientras que el 
test de exclusión (tinción supravital) evalúa 
la integridad estructural mediante el ingre­
so de moléculas de colorante a través de 
una ruptura en la membrana. De esta for­
ma un espermatozoide vivo puede tener 
una membrana no funcional e incapaz de 
hincharse, pero estructuralmente intacta. 
Según Vázquez et al. (1997), el HOST pue­
de ser más sensible y estar más relaciona­
do con la habilidad fertilizante que el test 
de exclusión. 

Factores que el HOST Mediante 
un ANAVA se evaluó el efecto de la etapa 
de procesamiento (pre y 
postdescongelación), osmolaridad de la 
solUCión hipoosmótica (100 Y 150 
mOsmol!L), toro, prueba control e 
Interacción etapa de procesamiento con 
osmolaridad de la solución, sobre el por-

de espermatozoides que reaccio­

naron al HOST De estos factores, la 
de procesamiento, osmolaridad de la solu­
ción y toro explicaron en un 81,5% (p::; 
0,0001) el porcentaje de espermas reac­
cionados. 

El porcentaje promedio de espermas reac­
cionados antes de la congelación fue 
significativamente superior (62,84%) de 
espermas reaccionados después de la con­
gelación (p::; 0,05). 

El proceso de congelación y descongela­
ción daña la membrana espermática pro­
duciendo pérdida de la permeabilidad e 
impidiendo que los espermatozoides pue­
dan sufrir el proceso de hinchamiento ca­
racterístico de las células sometidas a una 
solución hipoosmótica (Kumi-Diaka, 1993; 
Jeyend ran et al., 1984 y Correa y 
1994) Estos espermatozoides probable­
mente tienen limitaciones en el potencial 
de fertilización. De acuerdo con Watson, 
Kunze, Cramer y Ha m merstedt (1 pue­
de haber un efecto directo de la desconge­
lación sobre la membrana espermática cau­
sando pérdida de componentes 
intracelulares como nucleótidos y 
dinucleótidos. 

El porcentaje de espermatozoides reaccio­
nados también varió significativamente se­
gún la osmolaridad de la solución. La solu­
ción a 100 mOsmoVL produjo mayor nú­
mero de espermatozoides reaccionados 
(58,34%) que la solución a 150 mOsmol!L 

53%). Este hallazgo coincide con los 
reportes de Correa y lavos (1994) en cuanto 
a que la solución hipoosmótica a 100 
mOsmol/L produce el mayor índice de 
espermas hinchados claramente 
identificables, conservando la integridad de 
la célula durante el HOST et al. 
(1 reportaron que una preparación 
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espermática incubada entre 50 y 150 
mOsmol!L por 30 minutos conserva las 
membranas espermáticas intactas y conti­
nuas alrededor del axonema 

El toro también contribuyó 
significativamente 0,001) a la varia­
ción en el porcentaje de espermas reaccio­
nados. El toro de la raza Blanco Orejinegro 
(BON) presentó un número significa 
tivamente mayor (p::; 0,05) de 
espermatozoides reaccionados (61 
que el toro de la raza Holstein 

Vázquez et al. (1997) reportaron diferen­
cias físicas y bioquímicas en la membrana 
plasmática de los espermatozoides de di­
ferentes especies (caballo, toro y 
que pueden causar penetración difE::rencia! 
de sustancias a través de la membrana Sin 
embargo, en la revisión de literatu ra con­
sultada no se encontraron reportes de efec­
tos individuales o de la raza sobre la res­
puesta de los espermatozoides al 110ST La 
raza Blanco OreJinegro ha sido considera 
da por nos autores (ArbOleda, 1980 y 
Martínez, 1983) como una raza criolla de 
alta fertilidad y es posible que la resisten­
cia al HOST sea un indicador de fertilidad 
con mérito en futuras 

Factores que afectan la vitalidad. Median 
te un ANAVA se evaluó la etapa de proce­
samiento y postdescongelación), la 
osmolaridad de la solución hipoosmótica 
(100 Y 150 mOsmoI!L), el toro, la prueba 
control y la interacción etapa de procesa­
miento con osmolaridad de la solución 
sobre el porcentaje de vitalidad. De estos 
factores, la de procesamiento y el 
tom explicaron 89,8% de las variaciones 
en el porcentaje de espermas vivos (ps: 
0,0001). 
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El porcentaje promedio de espermas vivos 
antes de la congelación fue 
significativamente superior (81,53%) al 
porcentale de espermas vivos después de 
la congelación (65,53%). (p::; 

Se ha reportado que el proceso de 
criopreservación produce una pérdida con­
siderable de la vitalidad espermática cau­
sando daños severos o muerte de aproxi­
madamente el 60% de las células (leng y 

2001). La reducción de la vitalidad 
está relacionada con cambios en la 
osmótica durante el proceso de 
ción y descongelación, la formación de 
hielo intracelular (aparentemente el factor 
responsable del darlO celular) y el movl 
miento de agua a través de la membrana 
plasmática, lo cual darlOS en ella 
durante la Glopreservación (Zeng y 
2001) Y conduce a la pérdida de las barre­
ras de permeabilidad y por consiguiente de 
los componentes intracelulares vitales para 
la función espE~rmática (Watson, Kunze, 
Cramer y Hammerstedt, 1992) 

Se han propuesto varias hipótesis para ex­
plicar el daño por congelamiento Según 
Mazur, Leibo y Chu (1972), cuando la tasa 
de congelación es más alta que la óptima, 
no hay tiempo suficiente para que el agua 
intracelular de la célula, lo cual con­
lleva al congelamiento e Incremento de la 
formación de hielo intracelular que normal­
mente es letal. Por el contrario, Litvan 
(1972) propuso que el daño por 
congelamiento es debido a la ruptura de la 
membrana y a la formación de hielo 
intracelular como consecuencia de la pér­
dida de la integridad de la membrana. Más 
recientemente Muldrew y McGann (1994) 
propusieron una hipótesis de ruptura 
osmótica en la cual el flujo de agua impul 
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Asociaciones entre las características 	 contrados entre algunas variablessada osmóticamente dentro de la célula turales que involucran el plasmalema como 
espermáticas. En la Tabla 2 se registran los espermáticas.durante la congelación ejerce una fuerza sitio primario del daño y a las mitocondrias 
resultados de los valores de correlación en­de fricción sobre la membrana plasmática, 	 y acrosomas como sitios secundarios. 

suficientemente grande para causar su rup­
Tabla 2. Coeficientes de correlación de Pearson entre variables espermáticas tura permitiendo que el hielo extracelular El toro de la raza SON presentó mayor 

se propague dentro del citoplasma (leng y porcentaje de espermas normales (82,91 %) 
/~nOfmdlldJdcs 

Terada, 2001). 	 que el de la raza Holstei n (71,00%) (ps 
0,05). -0,47 ~C,5/ReaCCionados 0,80 0,71 0.6S 

Al comparar los toros se encontró que el 0,001 O,OO~) OtOS JOlProbabtlldad '-0,001 
de la raza BON presentó mayor porcentaje Según Sarth y Oko (1989) existen muchas 17 11 17 17 n. fA 
de vitalidad espermática (82,78%) que el causas que originan las anormalidades de _Q,r)4 0.59O.U 
Holstein (64,28%) 0,05). Según Co­ las células espermáticas; entre ellas se en­ Q,OOl 0,005 0.0:1 0,012 

Vitalidad 	 0.7S 

Probabilidad 
rrea y lavos (1994) la vitalidad se ha asu­ cuentran: causas genéticas y ambientales, 1/ 11 11 17n. 
mido como una de las características que 	 diferencias en las espermatogenésis de los 0,87 C,13 0,81Normales 
proveen información sobre la calidad de la individuos y predisposición genética para Probabilidad O,üOl O,OCl 0,001 

espermatogénesis. Este resultado incentiva desarrollar anormalidades cuando los indi­
~. 17 1¡ 1 l 

a la realización de otras Investigaciones para Cabezaviduos son expuestos a ambientes adver­ O,~ ; 0,')0 

sos. Algunas anormalidades están asocia­ 0,0') 0,04estudiar los factores de origen de estas di­ Probabilidad 
das con gran cantidad de factores 17 11ferencias en vitalidad. n. 

estresantes que incluyen la perturbación de P i~termedia 0,53 

la termoregulación testicular, agentes tóxi­ ProbabilIdadFactores que afectan la morfología 
0,02 

cos y deficiencias nutricio na les.espermática. Mediante un ANAVA se eva­
luó el efecto de la etapa de procesamiento 

Antes de la congelación el porcentaje de (pre y postdescongelación), el toro, la prue­	 Se evidenció una asociación positiva yal­ talidad y capacidad fertilizante (Vázquez et 
espermatozoides normales del toro BON fueba control y la interacción etapa de proce­	 al, 1997)tamente significativa 0,001) entre los similar al del toro Holstein (84,40% ysamiento toro sobre el porcentaje de espermas con integridad funcional de la86,40%, respectivamente; p;:::0,05). Sin 

espermas normales. De estos factores la 	 La asociación entre el porcentaje de vitali­embargo, después de la congelación se membrana plasmática (reaccionados al 
etapa de procesamiento, el toro y la dad y el porcentaje de espermas normales evidenciaron diferencias estadísticas sig ni­ HOST) y el porcentaje de espermas vivos y interacción etapa de procesamiento y toro 

ficativas entre los toros. 	 fue de 0,7 5 0,001) con la correspon­
explicaron el 91, 1 7% de las variaciones en 	 morfológicamente normales. En concor­

diente asociación negativa entre la vitali­
el porcentaje de espermas normales (ps 	 dancia con este hallazgo, se presentaronEn la interacción etapa de procesamiento dad y las anormalidades espermáticas de 0,0004). y toro se encontró que el toro de la raza correlaciones negativas entre el porcentaje 

cabeza-0,67 (p<: 0,005), de pieza Inter 
SON mostró una mejor congelabilidad del de espermas reaccionados y el porcentaje

El porcentaje promedio de espermas nor­	 media -0,54 (p<: 0,05) y de cola -0,59 
semen medida como porcentaje de de anormalidades con valores para anor­males antes de la congelación fue 	 (p<: 0,02) (Tabla 10)espermas normales (82,95%) que el toro 

malidades de la cabeza de -0,65 (p<:significativamente superio-r (84,44%) al de la raza Holstein (59,40%) Esta respuesta 
porcentaje de espermas normales después 0,005), de la pieza intermedia -0,47 (p<:a la congelabilidad puede ser explicada por Las anormalidades de la cabeza explicaron 
de la congelación (69,27%) (psO,05). diferencias en la composición bioquímica 0,05) y de la cola -0,57 (p<: 0,01). Por en un 44,9% los resultados observados en 

de la membrana plasmática de los esta razón, algunos autores enfatizan en la la vitalidad; no obstante, no se descartan 
Algunos autores citados por Correa y lavas espermatozoides del toro SON, haciéndo­ importancia que tiene analizar la integri­	 los efectos que tienen los daños en la mem­
(1994) han reportado que la alteración de la más fluida y tolerante a los cambios drás­

dad funcional y estructural de la membra­	 brana de la pieza intermedia y de la colalos espermatozoides durante el proceso de ticos durante el descenso de la temperatu­

congelación está asociada a daños estruc- ra en el proceso de congelación. na espermática como medida de la vi- sobre la vitalidad. 
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sada osmótica mente dentro de la célula 
durante la congelación una fuerza 
de fricción sobre la membrana plasmática, 
suficientemente grande para causar su rup­
tura permitiendo que el hielo extracelular 
se propague dentro del citoplasma y 
Terada, 2001) 

Al comparar los toros se encontró que el 
de la raza 80N presentó mayor porcentaje 
de vitalidad espermática (82, 78%) que el 
Holstein (64,28%) 0,05). Según Ca 
rrea y Zavos (1994) la vitalidad se ha asu­
mido como una de las características que 
proveen informaCión sobre la calidad de la 
espermatogénesis. Este resultado incentiva 
a la realización de otras investigaciones para 
estudiar los factores de origen de estas di­

en vitalidad. 

Factores que afectan la morfología 
espermática. Mediante un ANAVA se eva­
luó el efecto de la etapa de procesamiento 
(prey postdescongelación), el toro, la prue­
ba control y la interacción etapa de proce­
samiento toro sobre el porcentaje de 
espermas normales. De estos factores la 
etapa de procesamiento, el toro y la 
interacción de procesamiento y toro 
explicaron el 17% de las variaciones en 
el porcentaje de espermas normales 
0,0004). 

El porcentaje promedio de espermas nor­
males antes de la congelación fue 
significativamente superior (84,44%) al 
porcentaje de espermas normales después 
de la congelación (69, (p-;0,05). 

Algunos autores citados por Correa y Zavos 
(1994) han reportado que la alteración de 
los espermatozoides durante el proceso de 
congelación está asociada a daños estruc­

~cdoYJ E" r-lA , v.ósqUE'Z /:':'.. i'..¡ ; Rivera R., M , CorreJ L, G.; Tru¡iUo A., L E 

turales que involucran el plasmalema como 
sitio primario del daño y a las mitocondrias 
y acrosomas como sitios secundarios. 

El toro de la raza 80N presentó mayor 
porcentaje de espermas normales (82,91 %) 

que el de la raza Holstein (71,00%) (p-; 
0,05). 

Según 8arth y Oko (1989) existen muchas 
causas que originan las anormalidades de 
las células espermáticas; entre ellas se en­
cuentran: causas genéticas y ambientales, 
diferencias en las espermatogenésis de los 
individuos y predisposición genética para 
desarrollar anormalidades cuando los indi­
viduos son expuestos a ambientes adver­
sos. Algunas anormalidades están asocia­
das con gran cantidad de factores 
estresantes que incluyen la perturbación de 
la termoregulación testicular, agentes tóxi­
cos y deficiencias nutricionales. 

Antes de la congelación el porcentaje de 
espermatozoides normales del toro BON fue 
similar al del toro Holstein (84,40% y 
86,40%, respectivamente; p2::0,05). Sin 
embargo, después de la congelación se 
evidenciaron diferencias estadísticas 
ficativas entre los toros. 

En la interacción etapa de procesamiento 
y toro se encontró que el toro de la raza 
BON mostró una mejor congelabilidad del 
semen medida como porcentaje de 
espermas normales (82,95%) que el toro 
de la raza Holstein (59,40%) Esta respuesta 
a la congelabilidad puede ser explicada por 
diferencias en la composición bioquímica 
de la membrana plasmática de los 
espermatozoides del toro BON, haciéndo­
la más fluida y tolerante a los cambios drás­
ticos durante el descenso de la temperatu­
ra en el proceso de congelación. 
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Asociaciones entre las características contrados entre algunas variables 
espermáticas. En la Tabla 2 se registran los espermáticas. 
resultados de los valores de correlación en-

Tabla 2. Coeficientes de correlación de Pearson entre variables espermáticas. 

/':",f}o¡ma!¡df1dc's 

Probabilidad <0,001 0,001 

o. 64 

Vitalidad 0,75 

Probabilidad 0.001 

n. 17 

Normales 

Probabilidad 

n. 

Cabeza 

Probabilidad 

P interfJ1edia 

Probabilidad 

n. 

Se evidenció una asociación positiva yal­

tamente significativa (ps 0,001) entre los 

espermas con i ridad funcional de la 

membrana plasmática (reaccionados al 

HOST) yel porcentaje de espermas vivos y 

morfológica mente normales. En concor­

dancia con este hallazgo, se presentaron 

correlaciones negativas entre el porcentaje 

de espermas reaccionados y el porcentaje 

de anormalidades con valores para anor­

malidades de la cabeza de (ps 

0,005), de la pieza intermedia -0,47 

0,05) Y la cola -0,57 0,01) Por 

esta razón, algunos autores enfatizan en la 

importancia que tiene analizar la integri­

dad funcional y estructural de la membra­

na espermática como medida de la vi-
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O,O()~ O,O~) 0.01 
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O,OOS 0,05 0,01 

17 

"0,87 0,73 -0,81 

0,00'; 0,001 ',0,00' 

17 17 " 7 

011 1 0,:,0 

D,Oc; 0,04 

1! 1/ 

0,53 

0,02 

17 

talidad y ca pacidad fertilizante (Vázquez el 

al, 1997) 

La asociación entre el porcentaje de vitali­

dad yel porcentaje de espermas normales 

fue de 0,75 (ps 0,001) con la correspon­

diente asociación negativa entre la vitali­

dad y las anormalidades espermáticas de 

cabeza-O,67 0,005), de inter­

media -0,54 (ps 0,05) y de cola 59 

(ps 0,02) (Tabla 10) 

Las anormalidades de la cabeza explicaron 

en un 44,9% los resultados observados en 

la vitalidad; no obstante, no se descartan 

los efectos que tienen los daños en la mem 

brana de la pieza intermedia y de la cola 

sobre la vitalidad. 
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Prueba control. En la Tabla 3 se presentan 
los valores promedios para las característi­
cas porcentaje de espermatozoides reaccio-

Bedoya E., NA, ViÍsquez A, N., Rivera R., M., Correa l., G,; Trujíllo A" l 

nados al HOST, vitalidad y morfología 
espermática anormal en la prueba control. 

Tabla 3. Porcentaje de espermatozoides reaccionados al HOST, vitalidad y morfología 
espermática anormal en la prueba de control. 

Vanable N Valor Desviación CoefiCiente de Intervalos de confianza 
Promedio estándar variación 

Mínimo Máximo 

Espermatozoides 
ReaCCionados 

Vitalidad 

Espermatozoides 
morfológicamente anormales 

32 7,8 

32 7,1 

16 92,2 

El daño físico de la membrana en la prue­
ba control se evidenció por el bajo por­
centaje de espermas reaccionados (7,8%), 
el bajo porcentaje de vitalidad (7,1 %) yel 
alto porcentaje de espermas con anorma­
lidades (92,2%), Se presentaron altos co­
eficientes de variación debido a que el estrés 
físico afectó con mayor rigurosidad a los 
espermas postdescongelación que a 105 

espermas precongelación. 

CONCLUSIONES 

Los espermatozoides bovinos frescos y 
descongelados reaccionaron al hinchamien­
to hipoosmótico y presentaron el máximo 
nivel de reacción con la solución a 100 
mOsmoles/L. 

Aunque la integridad funcional yestructu­
ral de las membranas espermáticas están 
estrechamente relacionadas, el porcentaje 
de espermatozoides que respondieron al 
HOST con hinchamiento fue 20% menos 
que el porcentaje de no teñidos (vivos), 
Esta diferencia puede ser debida a que el 

I 1994 

9,8 125,0 0,5 33,0 

10,3 145,0 0,0 33,0 

19,2 20,8 SO,O 90,0 

HOST evalúa aspectos de la membrana 
espermática que el test de tinción supravital 
no puede evaluar o que las membranas de 
algunos espermatozoides están inactivas 
cuando entran en contacto con la solución 
h i poosmótica. 

El porcentaje promedio de espermas reac­
cionados antes de la congelación 
significativamente superior (62,84%) al 
porcentaje de espermas reaccionados des­
pués de la congelación (44,03%). El pro­
ceso de congelación y descongelación daña 
la membrana espermática produciendo 
pérdida de la permeabilidad e impidiendo 
que los espermatozoides puedan sufrir el 
proceso de hinchamiento característico de 
las células sometidas al HOST 

El toro de la raza Blanco Orejinegro (BON) 
presentó un número significativamente 
mayor de espermatozoides reaccionados 
que el toro de la raza Holstein y es posible 
que la resistencia al HOST sea un indicador 
de fertilidad para esta raza; con mérito en 
futuras investigaciones. 
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El HOST es una técnica simple, de baJo 
costo y de fácil aplicacióll que puede set· 
implementada como complemento del 
análisis estándar del semen, 
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Prueba control. En la Tabla 3 se presentan 
los valores promedios para las característi­
cas porcentaje de espermatozoides reaccio-

Bedoya E., ~.A.; Vásqcez A., N.; Rivera R., M., Correa l., G.; TruJíiloA., LE 

nados al HOST, vitalidad y morfología 
espermática anormal en la prueba control. 

Tabla 3. Porcentaje de espermatozoides reaccionados al HOST, vitalidad y morfología 
espermática anormal en la prueba de control. 

Vanable N Valor 
Promedio 

Espermatozoides 
Reaccionados 

32 7,8 

Vitalidad 32 7,1 

Espermatozoides 
morfológicamente anormales 16 92,2 

El daño físico de la membrana en la prue­
ba control se evidenció por el bajo por­
centaje de espermas reaccionados (7,8%), 
el bajo porcentaje de vitalidad (7,1 %) Yel 
alto porcentaje de espermas con anorma­
lidades (92,2%), Se presentaron altos co· 
eficientes devariación debido a que el estrés 
físico afectó con mayor rigurosidad a los 
espermas postdescongelación que a los 
espermas precongelación. 

CONCLUSIONES 

Los espermatozoides bovinos frescos y 
descongelados reaccionaron al hinchamien­
to hipoosmótico y presentaron el máximo 
nivel de reacción con la solución a 100 
mOsmoles/L. 

Aunque la integridad funcional yestructu­
ral de las membranas espermáticas están 
estrechamente relacionadas, el porcentaje 
de espermatozoides que respondieron al 
HOST con hinchamiento fue 20% menos 
que el porcentaje de no teñidos (vivos). 
Esta diferencia puede ser debida a que el 

';994 

Desviación 
estándar 

Coeliciente de 
variación 

Intervalos de confianza 

Mínimo Máximo 

9,8 125,0 0,5 33,0 

10,3 145,0 0,0 33,0 

19,2 20,8 50,0 90,0 

HOST evalúa aspectos de la membrana 
espermática que el test de tinción supravital 
no puede evaluar o que las membranas de 
algunos espermatozoides están inactivas 
cuando entran en contacto con la solución 
hipoosmótica. 

El porcentaje promedio de espermas reac­
cionados antes de la congelación fue 
significativamente superior (62,84%) al 
porcentaje de espermas reaccionados des­
pués de la congelación (44,03%). El pro­
ceso de congelación y descongelación daña 
la membrana espermática produciendo 
pérdida de la permeabilidad e impidiendo 
que los espermatozoides puedan sufrir el 
proceso de hinchamiento característico de 
las células sometidas al HOST. 

El toro de la raza Blanco Orejinegro (BON) 
presentó un número significativamente 
mayor de espermatozoides reaccionados 
que el toro de la raza Holstein y es posible 
que la resistencia al HOST sea un indicador 
de fertilidad para esta raza; con mérito en 
futuras investigaciones. 
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El HOST es una técnica simple, de baJO 
costo y de fácil aplicación que puede ser 
implementada como complemento del 
análisis estándar del semen. 

BIBLIOGRAFíA 

ALVAREl, J. and STOREY, B.T. Evidence that 
membrane stress contributes more than 
lipid peroxidation to sublethal cryodamage 
human sperm. En: Journal of Androl. Vol. 
14 (1993); p. 199-209. 

ARBOLEDA, O. El ganado Blanco 
Orejinegro. En: Suplemento Ganadero 
Medellín: Banco Ganadero, Vol. 1 (1980); 

p.1-40. 

BARTH, A and OKO, R. Abnormal 
morphology of bovine spermatozoa. lowa 
State University, 1989.285 p. 

BEARER, E and FRIEND, DS Morphology 
of mammalian sperm membranes during 
differentiation, maturation and 
capacitation. En: Journal of Electron 
MicroscopyTechnique. Vol. 16 (1990); p. 

281-297. 

BERGER, T. and PARKER, K. Modification 
of the zona·free hamster ova bioassay of 
boar sperm fertility and correction with in 
vivo fertillty. En: Gamete Research. Vol 
22 (1989); p. 385-397. 

BREDDERMAN, P and FOOTE, R. Volume 
of stressed bull spermatozoa and 
protoplasmic droplets, and the relationship 
of cell size to motility and fertility. En: 
Journal of Animal Science. Vol.28 (1969); 

p.496-501. 

Rev. Fac"'aLAgl.Mcdellín.Vo,5ó, "lo.2p 1983 199/.2003 

CAIU\. DE LA CUEV,L\, e et al. Resistance 
to hyperosrnotic stress In boar 
spermatozoa. the role of the ionic pumps 
and the relationship with cryosurvival En 
Animal Reproduction Science. Vol. 48 
(1997); p. 301-315. 

CALVETE, J. et al. Sperm surface proteins. 
En: Reproductlon Domestic Animal Vol. 
31 (1996);p.101-105. 

CORREA, J. and lAVOS, P The 
hypoosmotic swelling test: its employment 
as an assay to evaluate the functional 
integrity of the frozen-thawed bovine 
sperm membrane. En: Theriogenology. 
Vol. 42 (1994); p. 361-370. 

_ ....... __._. HEERSCHE, G. and lAVOS, P. 

Sperm membrane functional integrity and 
response of frozen-thawed bovine 
spermatozoa during the hypoosmotic 
swelling test incubatíon at varymg 
temperatures. En: Theriogenology. Vol. 
47 (1997); p. 715·721 

DIBAS, A; MIA, A. and YORIO, T. 
Aquaporins (water channels): Role in 
vassopressin-activated water transport. En: 
Aquaporins and Water Transport. Soclety 
Experimental Biology and Medicine Vol. 
219 (1998); p. 183-199. 

DREVIUS, L. Perrneability coefficients of bull 
spermatozoa for water and polyhydric 
alcohols. En Experimental Cell Research. 
Vol. 69 (1971); p. 212·216. 

____ and ERIKSON, H. Osmotic 
swelling of mammalian spermatozoa. En: 
Experimental Cell Research. Vol. 42 (1966); 

p. 136·156. 



I 

A N Rivera R M CorrPd L G LE 

S. y MONTENEGRO, E. Forma­
ciones de Colombia Bogotá 
D.E.: Instituto Geográfico Agustín Codazzi, 
1963.210p. 

D. Plasma-membrane diversity in 
a hlghly polanzed cell. 	En: Journalof Cel! 

Vol. 93 (1982); p. 243-249 

D and KOPF, G. The regulatíon 
of spermatozoa by calcium and cyclic 
nucleotldes. En: Advances in Cyclic 
Nucleotide Research. Vol. 13 (1980); p 
251·306. 

R and ERICSSON, R. Spontaneous 
cure of male infertily. En Fertilite 
Sterilization. Vol. 31 (1979); p. 305-308. 

HOII\JG, L; DEVROEY, P and VAN 
STEIRTGHEM, A. Treatment of infertility 
beca use of oligoasthenoteratospermia by 
transcervical intrauterine insemination of 
motile spermatozoa. En: Fertllite 
Sterilization. Vol. 45 (1986); p. 388-391. 

W. Membrane heterogeneity in the 
mammalian spermatozoon En: 
International Review of Cytology. Vol. 87 
(1 p.159-193. 

ISHIBASHI, K. etaL Cloning and functional 
expression of a new water channel 
abundantly expressed in the testi 
permeable to water, glycerol and urea. En: 
Journal of Biological Chemistry. Vol. 
No. 33 (1997); p. 20782-20786 

JEYENDRAN, R. et al. Development of an 
assay to assess the functlonallntegrity of 
the human sperm membrane and it:; 
relationship to other semen characteristics. 
En Journalof Reproduction and Fertilite. 
Vol. 70 (1984); p. 219-225. 

KUMI-DIAKA, J. Subjecting canine semen 
to the hypoosmotic test. En: 
Theriogenology Vol. 39 (1993); p. 279­
1289. 

J and ROBERTS, K. A molecular 
membrane model of sperm capacitation 
and the acrosome reaction of mammalian 

En: Gam Research. Vol. 12 
p.183-224. 

LlTVAN, G. Mechanism of cryoinJury in 
biological systems. En Cryobiology. Vol. 
9(1 p.182-191. 

MARTINEZ, G. El criollo Blanco Orejinegro. 
En: Carta Ganadera Vol. 20, No.3 (1983); 
p.31-34. 

MAZUR, P; LEIBO, S and CHU, E. A two­
factor hypothesis of freezing injury: En: 

Cell Research Vol. 71 (1972); 
p.345-355. 

MU K. and McGANN, L. The 
osmotic rupture of intracellular 
freezing injury. En: Biophysic Journal. Vol. 
66 (1994); p. 532-541. 

I\IEILD, D. et a/. Hypoosmotic test in 
equine spermatozoa. En: Theriogenology. 
Vol. 51 (1999); p. 721-727. 

PEREZ- LLANO, B. et al. Short hypoosmotlc 
swelllng test for the prediction of boar 
sperm fertdity. En: Theriogenology. Vol. 
56 (2001); p. 387398. 

SAS. Instítute Inc, SAS User's Guide: 
Statistics, Cary, NC: Statistical Analysís 
System Institute Inc. 1985.28 p. 

EvaluaCIón de la integridad ;unüona i
, 

SCHRADER, S.; et al. Sperm viability: A 

comparison of analytical methods c_En: 
Andrologia. Vol. 18 (1986); p. 530-)38 

TODA, 1 et a/. Hypoosmotic swelling . 
acrosin assay: Identifying subpopulatlons 
of idiopathic infertile men En' Mol 
Andrology. Vol. 4 (1992); p. 147-148 

VAN DER VENN, H. et al. Correlation 


between human sperm ling in 

hypoosmotic medium (hypoosmotlc 

swelling test) and In vitro fertlllzatlon. En 

Journalof Andrology. Vol. 7 (1986); p. 


190-196. 

VAZQUEZ, J. et a/. Hypoosmotic swelling 
of boar spermatozoa compared to other 
methods for analysing the sperm 
membrane En: Theriogenology Vol. 47 

(1997); p. 913-922­

WATSON, P; KUNZE, E; CRAMeR, P. and 
HAMMeRSTEDT, R. A comparíson of 
critical osmolality and hydraulic conductlvlty 
and its energy in fowl and bull 

spermatozoa. En Journal of Andrology 

VoL13(1 p.131-138. 

WORLD H ORGANIZATION. 
Laboratory manual for the examinatíon of 
human semen and sperm-cervical mucuS 

ínteractíon. Reino Unido: Cambridge 

University, 1998. 

ZAi'JEVELD, L. et al Hypoosmotic swelling 

test En ACOSTA, A; et al, ed. Human 

spermatozoa in assisted reproduct,on 

Baltimore Williams and Wilkíns, 1990. P 

ZAvas, P. Hypoosmotic swelling test 


(HOS)/functlonal lntegrity of sperm 


membrane. E11: Journal of Ass Reproduction 


Andrology Vol 2 (1990); p. 


. and CENTOLA, G. 

~nd quantitative improvements in human 

spermatozoa recovered via the 

and a new semen filtration column method 

En: Infertility. Vol. 13 (1990); p. 25-34 

ZENG, W and TERADA, T Protection of 

boar spermatozoa from cold shock damage 

b 2 _hydroxypropyl-beta-cyclodextrin En: 

T~eriOgenOIOgy. Vol. 55 (2001); p.615­

627 

CLARK, E. and FLORMAN, H 

membrane potential·Sperm 
during capacitation 

regulates zona pellucida dependent 
En: Development 

Vol. 171 (1995); p. 554-563 

Rcv.FacNaI.AgrMedell,n Vo1.56, NoIp I 1997.2003 	 RevFac Nal Medel'l!) 

1097 



ESPINAl, S. y MONTENEGRO, E. Forma~ 
de Colombia Bogotá 

Agustín Codazzi, 

FRIEND, D. Plasma-membrane diversity in 
a highly polarized cell. En: Journalof Cell 
Biology. Vol. 93 (1982); p. 243~249. 

GARBERS, D and KOPF, G. The regulation 
of by calcium and cyclic 
nucleotides. En: Advances in Cyclic 
Nucleotide Research. Vol. 13 (1980); p. 
251-306. 

GLASS, R and ERICSSON, R Spontaneous 
cure of mal Infertily. En: Fertilite 
Sterilizatlon. Vol. 31 (1979); p. 305~308. 

HOII\JG, l; DEVROEY, P. and VAN 
STEIRTGHEM, A Treatment of infertility 
because of oligoasthenoteratospermia by 
transcervical intrauterine inseminatíon of 
motile En: Fertdite 
Sterilization. Vol. 45 (1986); p. 388~391. 

HOlT, W Membrane heterogeneity in the 
mammalian spermatozoon. En: 
International Review of Cytology. Vol. 87 
(1984); p. 159-193. 

ISHIBASHI, K. etal. Cloning and functional 
expresslon of a new water channel 
abundantly expressed in the testis 
permeable to water, glycerol and urea. En: 
Journalof Vol. 273, 
No. 33 (1997); p. 20782-20786. 

JEYENDRAN, R. et al. Development of an 
assay to assess the functional integrity of 
the huma n sperm mem bra ne a nd its 
relationship to other semen characteristics. 
En: Journal of Reproduction and Fertilite. 
Vol 70 (1984); p. 219-225. 

KUMI~DIAKA, J. Subjecting canine semen 
to the hypoosmotic test. En: 
Theriogenology Vol. 39 (1993); p. 279­
1289. 

LANGlAIS, J and ROBERTS, K. A molecular 
membrane model of sperm capacitation 
and the acrosome reaction of mammalian 
spermatozoa. En: Gam Research. Vol. 12 
(1 p. 183-224. 

G. Mechanism of cryoinJury in 
DIOIOqlcal systems. En: Cryobiology. Vol. 
9(1972);p.182~191. 

MARTINEZ, G. El criollo Blanco Orejinegro. 
En: Carta Ganadera. Vol. 20, No.3 (1 
p.31-34. 

MAZUR, P; lEIBO, S and CHU, E. A two­
hypothesis of freezing injury: En: 

Cell Research. Vol. 71 (1 
p.345355. 

MULDREW, K. and McGANN, L. The 
osmotic rupture hypothesis of intracellular 
freezing inJury. En: Biophysic Journal. Vol. 
66 (1994); p. 532-541. 

NEILD, D. et al. Hypoosmotic test in 
equine En: Theriogenology. 
Vol. 51 (1 p.721-727. 

PEREZ- B. et al. Short hypoosmotic 
swelling test for the prediction of boar 
sperm En: Theriogenology. Vol. 
56 (2001); p. 387-398. 

SAS. Institute Inc, SAS User's Guide: 
Statistics, Cary, NC: Statistical Analysis 
System Institute Ine 1985.28 p. 

Rev.fac Mecellr.Vo1.56. ~o 2.p.1983 - 1997.2003. 

Evah;dc;ón de la m:cgndad junClonai 

SCHRADER, et al. Sperm viability: A 
comparison of analytical methods. En: 
Andrologia. Vol. 18 (1986); p. 530-538. 

TODA, T et al. Hypoosmotic swelling test! 
acrosin assay: Identifying subpopulations 
of idiopathic infertile men. En: Mol 
Andrology. Vol. 4 (1992); p. 147-148. 

VAN DER VENN, H. et al. Correlation 
between human sperm swelling In 
hypoosmotic medium (hypoosmotic 
swelling and in vitro fertilization. En: 
Journal of Andrology. Vol. 7 (1986); p. 
190-196. 

VAZQU 
of boar 
methods 

J et 

for 

al. Hypoosmotic swelling 
compared to other 

analysing the sperm 
membrane. En: Theriogenology. Vol. 47 
(1997); p. 913-922. 

WATSON, P; KUNZE, E; CRAMER, P and 
HAMMERSTEDT, R. A comparison of 
critical osmolality and hydraulic conductivity 
and its activation energy In fowl and bull 
spermatozoa. En: Journal of Andrology. 
Vol. 13(1992);p.131-138. 

WORlD HEAlTH ORGANIZATION 
laboratory manual for the examination of 
human semen and sperm~cervical mucus 
interaction.3ed. Reino Unido: 
University, 1998. 

Rev Fac Na1.Agr.Mede!lífl.Vo1.56. ~c pi J003 

ZANEVElD, l. et al. Hypoosmotic swelling 

test En: ACOSTA, A; et al., ed. Human 

spermatozoa in assisted reproduction. 

Baltimore: Williams and Wilkins, 1990. p 

223-227. 

Hypoosmotlc swell test 

nctional integnty of sperm 

membrane. En: Journal of Ass Reproduction 

Technology Andrology Vol. 2 (1990), p. 

215~216 

and CENTOLA, G. 

and quantitative improvcmcnts in human 

spermatozoa recovercd via the 

and a new semen filtration column method. 

En: Infertility. Vol. 13 (1990); p. 25~34 

W and TERADA, T Protection of 

boar spermatozoa from cold shock damage 

by 2-hyd roxypropyl-beta-cyclodextrin. En 
Theriogenology Vol. 55 (2001); p.615­

627. 

; ClARK, E. and 

Sperm membrane 

Hyperpolamation dunng 

reg u lates zona 

acrosomal reaction En: Development 

Biology Vol 171 (1995); p. 554-563 

1qCJ! 1996 

http:Na1.Agr.Mede!l�fl.Vo1.56
http:Mecellr.Vo1.56

