
24 TAURUS - AÑO 14 Nº56 www.revistataurus.com.ar

Eficaz selección de espermatozoides bovi-
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Re­su­men
La criopreservación del semen es ampliamente utilizada en el manejo reproductivo bovino y permite la distri-
bución y comercialización del material genético de esta especie. Sin embargo, los protocolos de
congelación/descongelación afectan negativamente la calidad espermática, originando una alta proporción
(más del 50%) de espermatozoides muertos y criocapacitados, no aptos para la fecundación. Para obtener
espermatozoides funcionales es necesario realizar procedimientos de selección espermática. Recientemente
hemos publicado un trabajo en la revista Theriogenology (2012; 78:201-209) que describe el uso de la fil-
tración por columnas de lana de vidrio para la selección de espermatozoides funcionales a partir de semen
bovino previamente congelado. El método es rápido, sencillo y económico, y permite seleccionar un alto por-
centaje de espermatozoides vivos (94±3%), con motilidad progresiva (89±4%), no capacitados (80±10%),
con el acrosoma intacto (98±1%) y que presentan alta capacidad de fecundar ovocitos in vitro. La técnica
de filtración permite obtener un rendimiento del 67±19 %, ~4 veces mayor que el del método de Swim up. 
En conclusión, la filtración por columnas de lana de vidrio es una alternativa válida para las biotecnologías repro-
ductivas bovinas, así como para otros animales domésticos y de granja y para especies en peligro de extinción. 

Palabras­clave: semen bovino; criopreservación; selección espermática; filtración por columnas de lana de
vidrio; swim up.

Efficient cryopreserved bovine sperm selection using glass wool filtration
Sum­mary

Frozen bull semen is worldwide distributed and utilized in several assisted reproductive technologies. However, semen cryopreservation neg-

atively affects sperm quality, rendering a high proportion (over 50%) of dead and cryocapacitated spermatozoa with low fertilizing poten-

tial. To obtain a population of functional spermatozoa, a selection procedure must be applied. Our group recently reported in the
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1. Manejo del semen bovino. Criopre-
servación

El uso del semen congelado es una práctica

ampliamente difundida en el manejo reproductivo

de la especie Bos taurus y el conocimiento en esta

área ha adquirido una importancia considerable en

los últimos 30 años (13). Sin embargo, los protocolos

disponibles para la congelación-descongelación del

semen afectan negativamente la calidad seminal y el

potencial fecundante de los espermatozoides (47).

Para que ocurra la fecundación, los espermatozoides

deben poder llegar a la ampolla oviductal, penetrar

el cumulus oophorus y la zona pellucida (ZP) que rode-

an al ovocito, fusionarse con la membrana plasmáti-

ca de la gameta femenina y descondensar su núcleo

dentro del citoplasma ovocitario. Para esto, es nece-

sario que los espermatozoides eyaculados sufran

numerosos cambios, conocidos en conjunto como

capacitación espermática, que desarrollen un patrón

característico de motilidad (hiperactivación) y que

se produzca la exocitosis acrosomal (EA) con la con-

secuente liberación de las enzimas acrosomales (48).

Los cambios asociados con la capacitación y la EA

deben darse en las cercanías del ovocito y su ocu-

rrencia temprana es nociva para la funcionalidad de

la gameta masculina. Se ha reportado que la conge-

lación-descongelación de los espermatozoides pro-

duce cambios similares a la capacitación, fenómeno

conocido como “criocapacitación” (9). 

Los espermatozoides sometidos a técnicas de

congelación presentan cambios estructurales (21,23),

alteraciones en antígenos de superficie (19), modifi-

caciones en vías de señalización y en las concen-

traciones iónicas intracelulares (3,33). Estos cambios

llevan a una pérdida de la motilidad, así como a

una disminución en la viabilidad y en la capacidad

fecundante de las muestras criopreservadas en

comparación con las de semen fresco (47,2).

Resultados de nuestro grupo de investigación (1), en

concordancia con los de otros autores (33) han mos-

trado que, luego de la criopreservación, las mues-

tras de semen bovino presentan alrededor de 23%

de espermatozoides muertos, 65% de espermato-

zoides mótiles y 54% de espermatozoides criocapa-

citados (patrón B de acuerdo a la técnica de clor-

tetraciclina o CTC). 

2. Técnicas de selección espermática
Dado que la presencia de espermatozoides

inmótiles o dañados en las muestras de semen crio-

Theriogenology journal (2012; 78:201-209) a comprehensive study that demonstrates the effectiveness of the glass wool filtration proce-

dure to select functional spermatozoa from frowen-thawed semen samples in a fast, low-cost and simple fashion. High percentages of live

spermatozoa (94±3%), with progressive motility (89±4%), mainly non- capacitated (80±10%), with intact acrosomes (98±1%), and

capable to fertilize oocytes in vitro were recovered in the filtrate. The glass wool sperm filtration procedure rendered a yield of 67±19%,

~4 times higher than the Swim up. 

In conclusion, sperm filtration through glass wool columns is a valid alternative to be incorporated in the bull reproductive technologies, and

may be suitable for other domestic and farm animals as well as to endangered species.

Key­words: bovine sperm; cryopreservation; sperm selection; glass wool filtration; swim up.
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preservado puede afectar negativamente la capaci-

dad fecundante espermática, es necesario que los

espermatozoides mótiles y morfológicamente nor-

males sean recuperados de forma rápida y eficiente

cuando estas muestras necesiten ser usadas para

protocolos de reproducción asistida. 

Específicamente en el caso del bovino, a igual

número de espermatozoides mótiles inseminados,

se han obtenido tasas de preñez mayores con esper-

matozoides seleccionados respecto de los corres-

pondientes a muestras no seleccionadas (20). 

Con el fin de seleccionar los espermatozoides

funcionales y separarlos de los demás tipos celu-

lares presentes en una muestra de semen, se han

desarrollado diversas técnicas basadas en diferen-

tes principios. Entre éstas, las más tradicionales son

el Swim up, la centrifugación en gradientes de den-

sidad y los procedimientos de filtración.

Actualmente también se cuenta con técnicas de

selección "avanzadas", que separan espermatozoi-

des de acuerdo a su carga de superficie, apoptosis,

madurez de membrana y morfología a alta magnifi-

cación (36). En especies de interés zootécnico, en

particular en el bovino, la selección basada los cro-

mosomas sexuales tiene una gran importancia

comercial, si bien el empleo de la citometría de

flujo no ha alcanzado las expectativas iniciales (22). 

La técnica de separación ideal debe 1) ser rápi-

da, fácil y económica, 2) permitir aislar la mayor

cantidad posible de espermatozoides mótiles, 3)

evitar causar daño o alteraciones no fisiológicas a

los espermatozoides seleccionados, 4) eliminar los

espermatozoides muertos y otros tipos celulares,

incluyendo microorganismos, 5) eliminar diluyen-

tes de criopreservación, agentes decapacitantes,

especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés

Reactive Oxygen Species), plasma seminal, etc. y

6) permitir procesar grandes volúmenes de eyacu-

lado. La elección de un método de selección dado

debe realizarse considerando las características del

eyaculado (volumen, motilidad y concentración

espermática), si fue criopreservado o no, así como

el uso posterior de la muestra (inseminación

intrauterina, fecundación in vitro (FIV), inyección

intracitoplasmática (ICSI)).

En el procedimiento de Swim up se seleccionan

aquellos espermatozoides capaces de desplazarse

desde la fase inferior del semen hacia la fase supe-

rior conteniendo medio de cultivo, luego de un

período de incubación de hasta 1 h. Esta técnica

relativamente sencilla y económica posee bajo ren-

dimiento (10%-20%), aunque el mismo puede ser

mejorado por el agregado de ciertas sustancias que

estimulan la motilidad espermática (15). Tanto el

Swim up, el aislamiento con centrifugación en gra-

dientes de Percoll TM y la filtración con columnas de

intercambio iónico de SephadexTM han sido

ampliamente usadas para seleccionar espermato-

zoides mótiles a partir de semen bovino criopreser-

vado, para inseminación artificial y procedimientos

de FIV (27,28,41,44). En estas muestras también se ha

reportado el mejoramiento en el rendimiento

cuando se agrega ácido hialurónico o cafeína a los

medios de cultivo como mejoradores de la calidad

espermática (10,35,40). 

3. Filtración por columnas de lana de
vidrio

La filtración por columnas de lana de vidrio es

un procedimiento que separa los espermatozoides

muertos de los vivos por su diferente adherencia al

vidrio y permite seleccionar a aquellos espermato-

zoides mótiles que pueden moverse por sí solos a

través de las fibras de lana de vidrio (15). La técnica

de filtración por columnas de lana de vidrio ha sido

utilizada para la selección de espermatozoides

humanos (31,42,46), equinos (7,39) y, más recientemente,

espermatozoides porcinos (6) y caninos (17).

Los estudios en estas especies, en particular en

el humano, demostraron que la filtración por lana

de vidrio permite obtener mayor porcentaje de

espermatozoides vivos y mótiles (8,14,46), con mayor

madurez nuclear (37), mejor calidad de ADN y cro-

matina (24,38) y mayor capacidad fecundante (38) que

con otras técnicas de separación. Además, los

espermatozoides humanos separados por filtración

por columnas de lana de vidrio han sido utilizados

exitosamente para protocolos de inseminación arti-

ficial (16), FIV (46) e ICSI (45). Sin embargo, hasta el

presente, la selección espermática mediante filtra-

ción por columnas de lana de vidrio no ha sido uti-

lizada de manera extensiva en la especie bovina. 

4. Filtración por columnas de lana de
vidrio para la selección de semen
bovino criopreservado

Evidencias de dos estudios revelan que el uso de

las columnas de lana de vidrio para la selección de

espermatozoides bovinos criopreservados permite

aumentar la proporción de espermatozoides mótiles
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de la muestra de 43% a 62% (32), que es una técnica

más eficiente que otras en la separación de esper-

matozoides con su membrana intacta y que da lugar

a embriones con mayores tasas de clivaje in vitro (18).

Un estudio de nuestro grupo de investigación

publicado este año en la revista internacional

Theriogenology (1), describe un conjunto de expe-

riencias enfocadas a caracterizar la efectividad del

método de filtración por columnas de lana de

vidrio para recuperar espermatozoides funcionales

a partir de semen bovino previamente congelado.

Además de la evaluación de los parámetros esper-

máticos de rutina (vitalidad, motilidad y vigor) (5)

de los espermatozoides seleccionados luego de la

filtración, se determinó su capacidad fecundante, a

través del análisis de la ocurrencia de capacitación

espermática, su respuesta a estímulos farmacológi-

cos y fisiológicos de la EA y su capacidad de fecun-

dar ovocitos in vitro. Asimismo, el estudio incluyó

una serie de evaluaciones para comparar la eficacia

del procedimiento de filtración en columnas res-

pecto de la técnica del Swim up. 

Para la realización de este trabajo se utilizaron

muestras de semen de toros Holando Argentino de

probada fertilidad, las que fueron criopreservadas en

buffer Tris suplementado con glicerol y yema de

huevo, usando procedimientos estándar. Las mismas

fueron descongeladas en un baño de agua a 36°C

por 60 seg, diluidas 10 mL de medio para esperma-

tozoides Sp-TALP (30), y sometidas a una centrifuga-

ción de 5 min a 350 xg para eliminar el diluyente de

criopreservación. Para la selección espermática se

utilizaron columnas conteniendo 10 mg de lana de

vidrio (Manville Fiber Glass Corp; Denver, CO,

EEUU) (Figura 1). Luego de la descongelación, las

muestras de semen (15-25 x 106 espermatozoides

por pajuela) fueron diluidas con un volumen igual

de Sp-TALP y colocadas sobre columnas de lana de

vidrio previamente lavadas con medio. Luego del

agregado de medio, el filtrado fue recolectado en un

tubo limpio durante 1 min. El filtrado fue suplemen-

tado con medio y sujeto a centrifugación (350 xg, 5

min) para remover los restos de plasma seminal y del

diluyente de criopreservación; el “pellet” de esper-

matozoides seleccionados por filtración fue resus-

pendido en 0,5 mL del mismo medio.

AÑO 14 Nº56 - TAURUS 27www.revistataurus.com.ar
    

  

  
 

 
 

 

                   
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 
  

 
  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

       
      

           
        

       
            

Figura 1. Columnas de lana de vidrio utilizadas para la selección de espermatozoides bovinos previamente 
criopreservados. Se muestran las columnas de lana de vidrio y la manera en que se manipulan, colocándolas 
sobre un tubo de 15 mL, donde es recogido el eluido.
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Sobre los espermatozoides seleccionados se eva-

luaron parámetros espermáticos de rutina (viabili-

dad, motilidad, vigor), así como funcionales (capa-

citación mediante CTC (11) y estado acrosomal

mediante la técnica de tinción con la lectina de

Pisum sativum acoplada a FITC (12)). 

A fin de comparar la eficiencia de la filtración en

columnas de lana de vidrio con la del procedimien-

to de Swim up, una alícuota de la muestra de semen

descongelado fue ubicada en la base de un tubo

cónico, cubierta por el doble de volumen de medio

Sp-TALP e incubada a 39°C, en una atmósfera de

CO2 al 5 % en aire por 30 min. Finalizado ese tiem-

po, se tomaron los 200 µL superiores del medio de

cultivo y la muestra fue sometida a centrifugación y

fue analizada como la seleccionada por lana de

vidrio. Para ambas técnicas se determinó el rendi-

miento, a través del cálculo de la siguiente fórmula:

Concentración espermática (x 106/mL) x esperma-

tozoides con motilidad progresiva (%) x volumen (mL)

obtenidos después de la selección / Concentración

espermática (x 106/mL) x espermatozoides con motili-

dad progresiva (%) x Volumen (mL) usado para el pro-

cedimiento de selección.

La Tabla 1 muestra los valores de los parámetros

de rutina y funcionales correspondientes a los

espermatozoides seleccionados luego de la filtra-

ción a través de lana de vidrio, en comparación

con los del Swim up, así como el rendimiento de

ambos procedimientos. Los espermatozoides recu-

perados por lana de vidrio presentaron porcentajes

de viabilidad, motilidad progresiva y vigor signifi-

cativamente mayores (P<0,05) que los selecciona-

dos por Swim up. Además, con la técnica de filtra-

ción se obtuvieron mayores porcentajes de esper-

matozoides no capacitados (patrón F de CTC) y

con acrosoma intacto, así como mayor rendimien-

to (P<0,05). Cabe destacar que con la filtración

por lana de vidrio se obtuvo un rendimiento casi 4

veces mayor que con el Swim up. 

La comparación entre muestras no selecciona-

das y muestras seleccionadas indica que la filtración

por lana de vidrio conduce a un mejoramiento en

los parámetros espermáticos (espermatozoides

vivos: 77% versus 94%; espermatozoides con moti-

lidad progresiva: 65% versus 89%; espermatozoides

no capacitados: 42% versus 80% en muestras no

seleccionadas versus filtradas, respectivamente). 

En nuestro trabajo también se evaluó la compe-

tencia funcional de los espermatozoides filtrados a

través de lana de vidrio. Para esto, los espermatozoi-

des fueron incubados con heparina (60 µg/mL) en

medio Sp-TALP durante 45 min a 39°C, en una

atmósfera de CO2 5 % en aire (26) para promover la

capacitación. Como control, una alícuota además

fue suplementada con glucosa 5 mM

(heparina+glucosa) (29) y otra alícuota fue incubada

en ausencia de heparina (sin heparina), condiciones

en que no ocurre la capacitación. En la Tabla 2 se

muestran los resultados, observándose que las alícuo-

tas incubadas con heparina presentaron alrededor de

50% de espermatozoides capacitados (patrón B de

CTC) en comparación con un 16% de espermato-

zoides capacitados en los controles (P<0,05); por lo

tanto, las células recuperadas luego de la filtración a

través de lana de vidrio pueden capacitarse cuando

son incubadas en las condiciones adecuadas. 

Para analizar la capacidad de los espermatozoi-

des seleccionados de sufrir la EA, los mismos fue-

ron expuestos durante 15 min a: 1) agentes farma-

cológicos: lisofosfatidilcolina (LPC) 100 µg/mL o

ionóforo de calcio A23187 3 µM (Io) (4) ó 2) un

agente fisiológico: fluido folicular bovino (FF) al

30% (34). Los resultados revelaron que estos esper-

matozoides fueron capaces de liberar el contenido

acrosomal en respuesta a estos estímulos (Tabla 3). 
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   Parámetros espermáticos

Espermatozoides vivos (%)

Espermatozoides mótiles 
progresivos (%)

Vigor

Ensayo 
de CTC

 

                   
PSA-FITC 
Espermatozoides intactos (%)

Rendimiento

Lana de 
vidrio

94 ± 3a

89 ± 4a

4 ± 1a

80 ± 10a

20 ± 10a

1 ± 1a

98 ± 1a

67 ± 19a

No capacitados 
(Patrón F, %)

Capacitados 
(Patrón B, %)

Reaccionados 
(Patrón AR, %)

Swim up

88 ± 6b

77 ± 9b

4 ± 0b

59 ± 16b

38 ± 14b

3 ± 4b

95 ± 2b

18 ± 8b

Tabla 1. Parámetros espermáticos de muestras de 
semen bovino criopreservado sometidas a filtración 
por columnas de lana de vidrio o Swim up y el rendi-
miento obtenido para ambas técnicas de selección. Los 
resultados se expresan como promedio ± desvío están-
dar; n = 16 muestras (al menos 2 muestras de 6 toros). 

               
                 

          

a, b Los superíndices diferentes indican diferencias (P<0,05) entre los 
procedimientos (ANOVA y Test de Bonferroni).
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Finalmente, los espermatozoides seleccionados

por filtración a través de lana de vidrio fueron utili-

zados para inseminar ovocitos bovinos maduros

completos (complejos ovocito-cumulus, COCs) o

desprovistos de las células del cumulus oophorus (43).

El 72 ± 4% de los COCs y el 52 ± 6% de los ovo-

citos denudados dieron embriones de 2 células (n =

150 COCs y n = 144 ovocitos denudados, 5 ensa-

yos). Estos resultados confirman la capacidad

fecundante de los espermatozoides recuperados en

el filtrado de la columnas de lana de vidrio, siendo

los valores obtenidos similares a los publicados utili-

zando espermatozoides seleccionados por Swim up (28). 

En conjunto, los resultados de nuestro estudio

demostraron que la filtración en columnas de lana

de vidrio es un método altamente eficaz para recu-

perar espermatozoides bovinos mótiles, no capaci-

tados, con acrosoma intacto y funcionales, a partir

de muestras de semen criopreservadas. Esta técni-

ca requiere de menos de 5 min de procesamiento,

tiempo total considerablemente menor que el

necesario para otras técnicas de selección, en par-

ticular el Swim up, que requiere de hasta 1 h de

incubación, lapso que podría resultar en una capa-

citación espermática prematura. 

5. Conclusiones
El uso de la criopreservación en el semen bovi-

no hace necesaria la optimización de técnicas de

selección espermática que permitan eliminar los

espermatozoides criocapacitados y mantener la

funcionalidad espermática. La filtración por

columnas de lana de vidrio es una técnica rápida,

simple, de bajo costo y eficiente que permite aislar

espermatozoides bovinos de muestras criopreserva-

das. Dicha técnica puede ser beneficiosa para

mejorar la concepción in vivo luego de la insemina-

ción artificial, así como la fecundación in vitro en el

bovino. Asimismo, este método puede ser aplicado

para la selección espermática en otras especies de

granja y domésticas (6,7,17), así como para animales

en peligro de extinción (25).
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Espermatozoides 
vivos (%)

Ensayo 
de CTC

73 ± 5a

45 ± 5a

50 ± 5a

4 ± 1a

No capacitados 
(Patrón F, %)

Capacitados 
(Patrón B, %)

Reaccionados 
(Patrón AR, %)

76 ± 6a

80 ± 4b

16 ± 2b

4 ± 1a

76 ± 5a

79 ± 5b

17 ± 4b

4 ± 2a

a, b Los superíndices diferentes indican diferencias (P<0,05) entre los 
tratamientos (ANOVA y Test de Bonferroni).

a, b Los superíndices diferentes indican diferencias (P<0,05) entre los valores 
obtenidos en presencia o ausencia del inductor (prueba t de Student).

Parámetros 
espermáticos

Sin
Heparina

Heparina
+

Glucosa
Heparina

Tabla 2. Parámetros espermáticos en espermatozoides 
seleccionados por lana de vidrio en condiciones capacitan-
tes con heparina (heparina), con el agregado de glucosa 
(heparina + glucosa) o en ausencia de heparina (sin hepari-
na). Los resultados se expresan como media ± desvío están-
dar; n = 21 muestras (de al menos 4 muestras de 5 toros).

Sin LPC

Con LPC

Sin Io

Con Io

Sin FF

Con FF

19 ± 8a

48 ± 14b

13 ± 2a

41 ± 5b

19 ± 1a

35 ± 2b

Tratamiento Espermatozoides 
reaccionados (%)

Tabla 3. Exocitosis acrosomal en espermatozoides 
bovinos criopreservados sometidos a filtración por 
columnas de lana de vidrio. Los espermatozoides 
mótiles fueron incubados en condiciones capacitan-
tes, divididos en dos alícuotas y expuestos por 15 min 
a lisofosfatidilcolina (LPC) 100 µg/mL, a ionóforo de 
calcio A23187 (Io) o a fluido folicular bovino (FF) al 30 
%. Como control, otra alícuota fue incubada en 
ausencia de inductor. Se registró el porcentaje de 
espermatozoides reaccionados usando la técnica de 
PSA-FITC. Los resultados se expresan como media ±  
desvío estándar; n = 5 muestras (1 muestra de 5 toros).
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