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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta del semen 
congelado-descongelado de toros Brahman y Gyr a la 
inducción de la reacción acrosómica in vitro con heparina 
y su uso como prueba complementaria, para predecir la 
fertilidad del semen congelado-descongelado. Fueron 
usados siete toros cebuínos (4 Brahman y 3 Gyr), sexualmente 
maduros. En la evaluación seminal posdescongelación, 
se evaluó la Motilidad Progresiva Individual Rápida (MPIR), 
Anormalidades Primarias (AP), Anormalidades Secundarias 
(AS), Anormalidades Totales (AT) y porcentaje de inducción 
de la Reacción Acrosómica (RA). La RA fue determinada sobre 
extendidos con eosina-nigrosina, mediante microscopía 
óptica a 100X. No hubo diferencia entre las dosis seminales 
de ambas razas para la MPIR, morfología espermática y RA 
(p > 0.05), con excepción de las AP, donde la raza Brahman 
evidenció menor porcentaje de defectos que la raza Gyr (p < 
0.05). El valor obtenido para las Tasas de No Retorno (TNR) 
fue de 79,4±1,4%; sin embargo, no se observó asociación 
entre la evaluación de calidad seminal (MPIR, AP, AS, y RA) 
con las TNR de los toros (p<0.05). Los resultados de este 
estudio indican que la técnica de inducción de RA puede ser 
empleada como una prueba complementaria en la evaluación 
de rutina del semen congelado bovino; no obstante, de forma 
aislada no es eficaz en predecir el potencial fecundante del 
semen criopreservado.
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SUMMARY

The aim of this study was to value the in vitro induction 
by heparin of acrosome reaction in frozen semen from 

Brahman and Gyr bulls, as a method to estimate frozen 
semen fertility. Seven sexually mature Zebu bulls (4 Brahman 
and 3 Gyr bulls) were used in this study. In a post-thawing 
seminal assessment the progressive rapid individual motility 
(MPIR), primary abnormalities (AS), secondary abnormalities 
(AP), total abnormalities (AT) and percentage of acrosome 
reaction induction (RA) were studied. Acrosome reactions 
were determined on a glass microscopic slide whith eosine-
nigrosine stain and examining under 100X magnification, 
using optical microscopy. There was no difference between 
the seminal doses for both races in the MOTP, spermatic 
morphology and RA (p<0.05), however AP made an 
exception, indicating that the Brahman type presented a 
lower percentage of defects than the Gyr type (p>0.05). No 
correlation was observed between semen quality assessment 
(MPIR, AS, AP, AT and RA) and the non-return rate of the bulls 
(p<0.05). The results indicate that RA technique can be used 
as complementary test in the seminal routine assessment 
of frozen bovine semen; however, alone it is no effective in 
predicting the fertilizing potential of cryopreserved semen.
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INTRODUCCIÓN

El análisis de calidad seminal representa una valiosa 
herramienta para evaluar el potencial fecundante de los 
machos de diferentes especies y complementa la valoración 
física del animal (Bissonnette et al. 2009). En programas de 
inseminación artificial, como en los programas de selección 
y de mejoramiento genético de los reproductores, la 
identificación de los toros fértiles es fundamental y, por ello, se 
aplican distintos métodos, que sugieren correlación positiva 
con el criterio de fertilidad del semen (Ax & Lenz, 1986; 
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Bissonnette et al. 2009). Tradicionalmente, la movilidad, 
la concentración y la morfología espermática han sido los 
parámetros más usados dentro de la evaluación de la calidad 
seminal (Sutkeviciene et al. 2009); sin embargo, el valor 
predictivo de la fertilidad es limitado, debido a la complejidad 
del espermatozoide y del proceso de fecundación (Costa et 
al. 2010). 

La constante búsqueda de una prueba altamente 
correlacionada con la fertilidad de los reproductores, ha 
permitido tener a disposición distintas alternativas para 
medir la calidad seminal, a pesar que no exista una única 
técnica capaz de predecir, con gran precisión, la fertilidad 
de un toro (Rodríguez-Martínez et al. 1997). Las técnicas de 
laboratorio, para confirmar la calidad espermática, incluyen 
parámetros relacionados con la integridad de estructuras, 
como el acrosoma, la membrana celular, la mitocondria, 
el DNA genómico y parámetros dinámicos, como la 
movilidad hiperactivada, así como la interacción entre 
el espermatozoide y el ovocito (Bissonnette et al. 2009). 
La variabilidad en los resultados puede estar relacionada 
con los diversos factores que intervienen en el proceso de 
fecundación (Hammerstedt et al. 1990), como es el caso de 
la capacitación espermática y la reacción acrosómica (RA). 
Durante la capacitación espermática, los espermatozoides 
son activados por moléculas del aparato reproductivo de la 
hembra, adquiriendo un batido del flagelo más vigoroso y 
una mayor amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza 
(Yanagimachi, 1994; Olivera et al. 2006). Después del 
proceso de capacitación, el espermatozoide llega a la zona 
pelúcida y experimenta la RA, caracterizada por la exocitosis 
de las enzimas hidrolíticas contenidas en el acrosoma, que 
facilitan la penetración del ovócito por el espermatozoide 
(Parrish et al. 1988; Yanagimachi, 1994). 

Estos eventos son desencadenados in vitro, mediante la 
adición de agentes capacitantes, como la heparina (Yang et 
al. 1993), que producen efectos químicos, desestabilizando 
y potencializando el espermatozoide, la fusión de las 
membrana y la RA (Miller et al. 1990; Risopatrón et al. 
2005). La heparina es un glicosaminoglucano (GAGs) 
presente en el fluido oviductal, que estimula la capacitación 
espermática y, a medida que se acerca la ovulación, su 
concentración aumenta. Además de inducir la capacitación 
de los espermatozoides, la heparina mejora las tasas de 
fecundación in vitro en bovinos (Gliedt et al. 1996; Méndez 
et al. 2003). Según Ax & Lenz (1986), los espermatozoides 
de toros con alto índice de fertilidad tienen más RA en 
respuesta a sustancias, como la heparina, debido a que 
poseen más afinidad a los GAGs. Considerando la RA como 
prerrequisito para una normal fecundación, la eficacia del 
número de espermatozoides que sufren RA, se espera que 
influencie el potencial fecundante de un reproductor (Birck 
et al. 2010). Whitfield & Parkinson (1995) destacan la 

importancia de establecer la relación entre la RA  in vitro de 
los espermatozoides de semen descongelado con la fertilidad 
y el uso de agentes inductores, como la heparina y cómo 
se puede aplicar para observar alteraciones estructurales 
de los espermatozoides y como prueba de fertilidad de los 
reproductores. En respuesta al aumento de la demanda en 
programas de mejoramiento de empresas ganaderas por la 
correcta identificación de toros fértiles (Birck et al. 2010), se 
hacen necesarias pruebas complementarias de evaluación 
seminal, que permitan mejorar la eficiencia reproductiva. 

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta del 
semen congelado-descongelado a la inducción de la RA 
con heparina y su uso como prueba complementaria, para 
predecir la fertilidad del semen congelado-descongelado.

MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio fue realizado en el laboratorio de Reproducción 
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 
de la Universidad de Córdoba, localizado en Ciénaga de 
Oro, Córdoba, Colombia, con una temperatura promedio de 
29ºC, 80% de humedad relativa, precipitación anual de 1200 
mm, posición geográfica determinada entre los 8°45’27” de 
latitud Norte y 75°53’24” de longitud Oeste. Fueron usados 
siete toros cebuínos (4 Brahman y 3 Gyr), sexualmente 
maduros. En la evaluación seminal posdescongelación, se 
evaluó la movilidad progresiva individual rápida (MPIR) y el 
porcentaje de anormalidades mayores (AP), menores (AS) 
y totales (AT). Para la evaluación de MIRP, se colocaron 
20µL de semen sobre un portaobjetos y se cubrió con una 
laminilla, para posterior observación en el microscopio, 
con objetivo de 40X. La morfología espermática fue 
evaluada sobre un extendido en portaobjeto, a partir de la 
mezcla de 20µL de semen y 20µL de eosina. Para ello, se 
contaron 200 espermatozoides en el microscopio, con un 
objetivo de 100X, anotando las diferentes anormalidades 
encontradas. Para el proceso de inducción de RA, se 
aplicóp la metodología propuesta por Whitfield & Parkinson 
(1992). El semen fue descongelado  a 37°C en baño maría, 
vertido en un tubo cónico de 15mL y centrifugado a 320 
gravedades (g), durante 10 minutos; luego, el sobrenadante 
se descartó y los espermatozoides se resuspendieron en 
5mL de solución TALP y, nuevamente, se centrifugó por 
10 minutos, a 320g. El sobrenadante fue descartado y al 
precipitado, se le adicionaron 0,5mL de solución TALP. Para 
obtener una concentración final de espermatozoides 20 x 
106/mL, se realizó una dilución 1:40 de la solución anterior 
con agua destilada y se contaron los espermatozoides en 
cámara de Neubauer. La solución obtenida (Spz + TALP) 
fue repartida en cuatro viales de 1mL cada uno, agregando 
10µg de heparina/vial a dos viales, mientras que los 
restantes, sin heparina, se consideraron como controles. 
Inmediatamente, todos los tubos fueron incubados a 37°C 
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durante una hora y cumplido este período, se adicionaron 
50µL de formalina 10%, a cada una de las muestras. Para 
la lectura, se realizaron extendidos en portaobjetos, a partir 
de la mezcla de 20µL de la solución anterior, con 20µL de 
eosina-nigrosina. La respuesta a la inducción de la RA, se 
valoró en microscopía de luz, con objetivo de 100x, teniendo 
en cuenta la diferencia de los porcentajes obtenidos de las 
muestras incubadas con heparina y las muestras control y 
expresando los resultados, de acuerdo a una escala de 0 a 
100%. En el análisis estadístico fue usado el programa SAEG-
9.1 (UFV, 2007), siendo obtenidas las medias y la desviación 
estándar para todas las variables y fueron realizados las 
pruebas de Lilliefors y Cochran y Bartlett para verificar la 
normalidad de los datos y la homogeneidad de las varianzas, 
respectivamente, no siendo necesaria la conversión de los 
datos de ningún parámetro estudiado. El análisis de varianza 
fue realizado para verificar el efecto entre raza, toro y dosis 
de heparina y cuando mostraron efecto significativo por el 
test F, se realizó la comparación de medias por la prueba de 
Tukey, con 5% de probabilidad de error. Para el análisis de 
las tasas de no retorno (TNR), los datos fueron agrupados 
en tablas de contingencia y, posteriormente, evaluados por 
el análisis de Chi-cuadrado, con probabilidad de 5% de error.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los valores medios obtenidos de MPIR, AP y AT para los 
toros de raza Brahman y Gyr usados en este estudio fueron 
77,1 ± 2,5%, 0,42 ± 0,6% y 17,1 ± 3,5%, respectivamente 
(Tabla 1). Estos resultados, se muestran satisfactorios para 
las características seminales posdescongelación, divulgadas 
por la Society for Theriogenology (Chenoweth et al. 1993) y 
el Colegio Brasileiro de Reprodução Animal (Henry & Neves, 
1998), siendo animales maduros sexualmente y usados 
rutinariamente como reproductores, aptos para congelación 
de semen. En el análisis de los datos, no se observó 
diferencias estadísticas entre las dosis seminales de ambas 
razas para estas características (p>0.05), con excepción de 
las AP, donde la raza Brahman presentó menor porcentaje 

de defectos que la raza Gyr (p<0.05). Palmieri et al. (2004) 
usaron semen fresco de toros criollos Romosinuano y Costeño 
con cuernos y no hallaron diferencias estadísticas para la 
MPIR y las AT, entre ambas razas (p>0.05). Siqueira et al. 
(2007), evaluando la calidad seminal del semen congelado-
descongelado de toros Nelore, encontraron valores menores 
para MPIR (53,38 ± 11,9%), y superiores en AP de 12,48 ± 
5,7% y AT de 17,44 ± 6,08% comparados con los resultados 
de este estudio. Estos autores resaltan que los resultados de 
evaluaciones macroscópicas dependen de varios factores, 
como el medio utilizado para diluir el semen, las tasas de 
dilución, la temperatura y el tiempo de realización, durante 
la evaluación. Sumado a lo anterior, es necesario considerar 
que el espermatozoide es una célula compleja, que envuelve 
factores bioquímicos y morfológicos y que se puede tornar 
no funcional, cuando alguno de ellos es afectado. Por lo 
anterior, para realizar un diagnóstico de la funcionalidad e 
integridad del espermatozoide es necesaria la combinación 
de varios factores en un análisis multifactorial (Melo & Henry, 
1999), a pesar de que la evaluación convencional contempla 
características más fáciles de evaluar, como la movilidad, la 
morfología y la concentración espermática.

La inducción de RA, como técnica in vitro de evaluación de 
calidad seminal, contribuye a los exámenes tradicionales, 
al considerar características morfológicas y funcionales 
de los espermatozoides (Obando & Holguín, 2003). En 
este estudio, la respuesta a la inducción de la RA en toros 
Brahman y Gyr, usando concentración de heparina de 
10µg, fue elevada (p<0.05), al considerar la diferencia con 
las muestras que fueron incubadas sin heparina (control), 
mostrando el efecto del inductor utilizado. El resultado 
obtenido de porcentaje de RA, se muestra inferior a los 
observados por Palmieri et al. (2004) y Whitfield & Parkinson 
(1995) (Tabla 1). Estos resultados, se pueden deber a que en 
los procedimientos utilizados por estos autores, las muestras 
fueron incubadas con heparina, durante un período de 
seis horas, ya que de acuerdo con Parrish et al. (1988), 
un mayor tiempo de incubación de los espermatozoides 

Tabla 1. Movilidad progresiva individual rápida y morfología espermática del semen postdescongelación, según raza.

Variable BRAHMAN (X ± DE) GYR (X ± DE) Media General

MPIR 76,9 ± 2,5 a 77,5 ± 2,6 a 77,1 ± 2,5

AS 17,1 ± 3,2 a 16,1 ± 3,5 a 16,7 ± 3,3

AP 0,1 ± 0,3 a 0,8 ± 0,7 b 0,42 ± 0,6

AT 17,2 ± 3,1 a 17,0 ± 3,9 a 17,1 ± 3,5

%RA 85,7 ± 4,9 a 81,7 ± 7,3 a 83,7 ± 6,1

a, b Medias con diferentes letras en la misma columna difirieron (Tukey, p<0.05); MPIR: Movilidad 
individual rápida progresiva; AS: anormalidades menores; AP: anormalidades mayores; AT: 
anormalidades totales.
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con heparina, incrementa la tasa de fecundación. Obando 
& Holguín (2003), al trabajar con toros de raza Brahman y 
Sanmartinero, al igual que Siqueira et al. (2007) con toros 
de raza Nelore, reportan resultados inferiores de 32,8% y 
9,85%, respectivamente, valores bajos que se pueden deber 
que no se utilizó ningún inductor. Costa et al. (2010), usaron 
heparina y lisofosfaditilcolina, como inductores de RA, 
como parámetro para estimar la producción in vitro (PIV) 
de embriones Nelore y observaron que los tratamientos en 
los que usaron heparina mostraron mayor porcentaje de 
espermatozoides vivos reaccionados que los tratamientos 
con lisofosfatidilcolina y control, demostrando ser un 
eficiente inductor de RA (P<0.01). En un estudio realizado 
por Januskauskas et al. (2000), la heparina fue comparada 
con otro GAG, el ácido hialurónico, para evaluar el potencial 
fecundante de semen congelado-descongelado de toros 
Sueco Rojo y Blanco, observando que la heparina incrementó 
la frecuencia de capacitación y RA en los espermatozoides, 
mientras que el ácido hialurónico no tuvo ningún efecto 
capacitante.

En la tabla 2, se observan los valores obtenidos para las TNR, 
los cuales, fueron de 79,4 ± 1,4% y 72,6 ± 8,9%, para las 
razas Brahman y Gyr, respectivamente, sin hallar diferencia 
entre las medias para ambas razas (p>0.05). En el análisis de 
correlaciones no se encontró una asociación entre la MPIR y 
las TNR, al igual que la asociación entre el %RA y TNR; entre 
las AT y las TNR, se observó correlación negativa (-0,29;            
p > 0,05). Freneau (2011) destaca la morfología espermática 
como factor rutinario más importante en la evaluación de 
un toro, por su relación con la fertilidad, además de estar 
relacionada con los procesos de pubertad y de madurez 
sexual, lo que no coincide con nuestros resultados, debido 
a la variabilidad de factores que influyen en la fertilidad. Los 
valores de TNR de los toros Brahman y Gyr de este estudio 
fueron superiores a los obtenidos por Whitfield & Parkinson 
(1992), quienes reportan valores entre 62,1 y 76,1% de TNR, 
a los 90 días, utilizando semen congelado-descongelado de 
toros Holstein; así mismo Siqueira et al. (2007) encontraron 
63,8% ± 13,7 de tasa de gestación con toros Nelore criados 
a campo. 

Correa et al. (1997) demuestran que no existe diferencia 
entre la MPIR de semen congelado-descongelado de toros 

con alta y baja fertilidad, similar a los resultados de este 
estudio, donde no se halló correlación entre los valores 
de MPIR y TNR. Siqueira et al. (2007) hallaron correlación 
negativa (-,22) con semen de toros Nelore, verificando 
que las muestras de semen de motilidad más alta post-
descongelación no fueron las relacionadas con las tasas de 
preñez más altas; ello se puede dar a daños en estructuras, 
como el acrosoma, lo que puede representar la infertilidad de 
espermatozoides con alta motilidad espermática, posterior 
a la congelación. La correlación negativa entre las AT y las 
TNR obtenida (0,29; p>0,05), es similar a la observada por 
Siqueira et al. (2007) (-0,11), quienes trabajaron con toros 
Nelore. De igual forma, Correa et al. (1997), evaluando 
semen congelado-descongelado de toros Holstein, hallaron 
asociación entre el porcentaje de espermatozoides normales 
y la fertilidad (0,59). 

La asociación observada entre el porcentaje de RA y las 
TNR de los toros estudiados, no fue significativa (p>0.05), 
contrario a los hallazgos de Whitfield & Parkinson (1992), 
quienes trabajando con toros de raza Holstein hallaron 
una correlación de 0,81 (p<0.01). Posteriormente, estos 
mismos autores, usando ionóforo de calcio (A23187), como 
inductor, encontraron nuevamente asociación entre la RA 
y las TNR (r=0.86; p<0.01) (Whitfield & Parkinson, 1995). 
Los resultados obtenidos en este estudio, se pueden deber 
a que la tasa de gestación depende más de la influencia de 
otras variables externas y algunas poco controlables, como 
el ambiente, manejo reproductivo, alimentación, estado 
sanitario, reproductivo y fisiológico de las hembras, que 
de la reacción del acrosoma de los espermatozoides del 
macho cebuíno en trópico bajo. Es de anotar que aunque 
no se evidenció asociación entre las TNR y los porcentajes 
de inducción de RA en los toros Brahman y Gyr de este 
estudio, se observa que la heparina se comporta como un 
excelente inductor, permitiendo respaldar las pruebas de 
uso rutinario en los laboratorios de evaluación de semen 
congelado-descongelado. Según Salvador et al. (2001), 
existe la posibilidad que los estudios que evalúan el potencial 
de fecundación de los espermatozoides, como la inducción 
de RA, sean exámenes complementarios a las pruebas 
andrológicas de rutina, principalmente, en la selección de 
toros superiores o sometidos a altos desafíos de cruzamiento 
en campo. 

Tabla 2. Tasa de no retorno al estro de las vacas sometidas a inseminación artificial con semen de los toros, de acuerdo a la raza.

Raza % TNR (X ± DE)
BRAHMAN 79,4 ± 1,4a

GYR 72,6 ± 8,9 a 

TNR: Tasa de no retorno al estro; X: media; DE: desvío estándar. a = Medias seguidas por letras 
minúsculas iguales en la misma columna no difieren entre sí (P< 0.05) por el test de Chi-
cuadrado.
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Es así, como los resultados del presente estudio demuestran 
que la técnica in vitro de inducción de reacción acrosómica 
con heparina puede ser empleada como una prueba 
complementaria en la evaluación de rutina del semen 
congelado bovino; sin embargo, de forma aislada no 
es eficaz en predecir el potencial fecundante del semen 
criopreservado. 
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