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ARTÍCULO ORIGINAL

RESUMEN

En espermatozoides de mamífero el enfriamiento a 5 ºC y pos-
terior aumento de la temperatura a 30 ºC causan modificacio-
nes en la integridad de la membrana plasmática que conllevan
a una prematura reacción de acrosoma (RA) en parte de la po-
blación espermática. Esta capacidad de inducción de RA de la
baja temperatura ha permitido evaluar este proceso in vitro,
correlacionándose con la inducción de RA producida por fluido
folicular y los porcentajes de fecundación in vitro. En este es-
tudio se evaluó el tiempo necesario para inducir RA a 4 ºC, la
necesidad del incremento de la temperatura a 37 ºC y el efecto
del crioprotector glicerol para prevenir la RA. Para ello, a tra-
vés del método de Migración-Sedimentación, se obtuvieron es-
permatozoides que fueron incubados en medio de cultivo
(HTF) con y sin glicerol 1M a 4 ºC y 20 ºC por una, tres y 18
horas, y luego tres horas a 37 ºC. La RA fue determinada por
triple tinción en 100 espermatozoides viables. El aumento de
la RA se obtuvo solamente en los espermatozoides incubados
por 18 horas a 4 °C (14% RA, p < 0.05 comparado con 4% de
RA del control post-selección espermática), la que se incre-
mentó con la posterior incubación por tres horas a 37 ºC
(37.5% RA, p < 0.01, comparado con 4 ºC). La adición de gli-
cerol 1M no revirtió este efecto. Este estudio confirma que la
inducción de RA con bajas temperaturas requiere de tiempos
prolongados de incubación a 4 °C y el máximo de RA se obtie-
ne con el incremento de la temperatura a 37 ºC. Asimismo, se
evidencia que la función criopreservante del glicerol no sería
adecuada para la preservación de espermatozoides humanos a
bajas temperaturas.

Palabras clave. Espermatozoide humano. Crioconservación.
Reacción de acrosoma. Función espermática. Test de función.
Glicerol.

Effect of temperature incubation
and glycerol addition on the acrosome
preservation in human spermatozoa

ABSTRACT

Cooling of mammalian sperms to 5 ºC and subsequent heat-
ing to 30 ºC causes alterations in the integrity of the plasma
membrane producing acrosome disruption. This capacity of
induction of acrosome reaction (AR) has allowed to evaluate
this process in vitro, and has been correlated with induction
of AR by follicular fluid and the percentage of in vitro fertil-
ization. In this study, the time necessary to induce AR at 4
ºC, the need of the increment in temperature to 37 ºC, and
the effect of glycerol to prevent the AR were evaluated. The
sperms were selected by the Migration �Sedimentation tech-
nique, incubated in HTF and 1M glycerol at 4 ºC and 20 ºC
for 1, 3, and 18 hours and then for 3 hours at 37ºC. The AR
was determined by triple stain technique. Spermatozoa incu-
bated by 18 hours at 4 ºC increased the AR from 4.0% in the
control (TO, post sperm selection) to 14.0% (p < 0.05). The
subsequent incubation for 3 hours at 37 ºC increased AR to
37.5% (p < 0.01 compared with 4 ºC). The addition of 1M
glycerol did not revert this effect. Our study confirms that
the induction of AR with low temperatures requires long pe-
riods of incubation and a temperature increment to 37 ºC. In
addition, it is proposed that glycerol is not adequate for
preservation of human spermatozoa at low temperature.

Key words. Human spermatozoa. Cryopreservation. Low
temperature. Acrosome reaction. Sperm function test. Glyce-
rol.
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INTRODUCCIÓN

El proceso de reacción de acrosoma (RA) es un
evento de exocitosis que involucra la fusión de la
membrana plasmática con la membrana acrosomal
externa y la formación de vesículas entre ambas
membranas, lo que permite la liberación del conteni-
do acrosomal y la exposición de la membrana acro-
somal interna.1,2 Este proceso es esencial en la fe-
cundación, ya que solamente espermatozoides que
completan la RA al unirse a la zona pelúcida pueden
traspasarla y fusionarse a la membrana plasmática
del ovocito.

Tanto la capacitación como la RA pueden ser in-
ducidas en condiciones artificiales (in vitro) con
Test-Yolk buffer,3 adición de albúmina,4 zona pelú-
cida,5 fluido folicular,6 calcio ionóforo,7 prolonga-
dos tiempos de incubación,8 incubación a bajas tem-
peraturas9 y medios hipertónicos,10 entre otros. La
inducción de RA es utilizada como test para evaluar
la función del espermatozoide, ya que se correlacio-
na con los resultados de la fecundación in vitro.11

El método más simple para realizar esta evaluación
es el inducir cambios de temperatura en el medio de
incubación de los espermatozoides. El mantener a
los espermatozoides a 4 ºC por 20 horas y elevar la
temperatura a 37 ºC implica cambios en la fluidez
de membrana,12 eventos asociados a la capacitación
y la reacción de acrosoma. Este efecto provoca pér-
dida del acrosoma y podría ser utilizado para eva-
luar crioprotectores en su capacidad de preservar el
acrosoma. Para validar esta aplicación, el presente
estudio evaluó el tiempo necesario para inducir RA
a 4 ºC, la necesidad del incremento de la tempera-
tura a 37 ºC y el efecto del crioprotector habitual-
mente utilizado, glicerol, sobre la preservación del
acrosoma.

MATERIAL Y MÉTODOS

Previa consulta y aprobación por el Comité de
Ética de la Facultad de Medicina, mediante consenti-
miento informado se seleccionaron entre los estu-
diantes de nuestra Universidad los donantes para
este estudio, excluyéndose de él los sujetos que tu-
vieran historia de enfermedades previas y enferme-
dades de transmisión sexual.

Colección del semen

El semen se obtuvo de tres donantes, recolectado
por masturbación con cinco días de abstinencia
sexual, en recipiente de plástico desechable y licuado

por 30 minutos a 37 ºC. El análisis seminal se reali-
zó según los criterios de la OMS.13 Para cada uno de
los cuatro ensayos realizados se utilizaron muestras
con un volumen superior a 2 mL, concentración su-
perior a 40 x 106 espermatozoides/mL y morfología
normal igual o superior a 50%.

Preparación de espermatozoides

El medio de cultivo utilizado fue HTF (fluido tu-
bárico humano),14 suplementado con 1 mg/mL de al-
búmina humana (Dade Behring, Marburg, Alema-
nia). La separación de los espermatozoides del
plasma seminal se realizó con el método de Migra-
ción-Sedimentación (MS). Después de una hora de
incubación a 37 ºC se obtuvieron espermatozoides
móviles y la concentración fue ajustada a 1.5 x 106

espermatozoides/mL.

Adición del agente criopreservante (glicerol)

Posterior al método de selección espermática y
con el propósito de evaluar al glicerol en la preser-
vación del estado acrosomal, se prepararon dos sus-
pensiones espermáticas, una de ellas conteniendo 1
M de glicerol (Sigma G-6279, St Louis, USA). Para
lo cual fue preparada previamente una solución de
glicerol al 2 molar con medio HTF y agregada en
partes iguales al volumen de suspensión espermática
para obtener una concentración final en la muestra
de 1 M de glicerol.

Periodos y temperaturas de incubación

Alícuotas de 500 µL de suspensión espermática
(con y sin glicerol) fueron incubadas a 4 ºC y 20 ºC
por 1, 3 y 18 horas, al finalizar cada tiempo se adi-
cionó una incubación por tres horas a 37 ºC en estu-
fa de cultivo sin CO2. Concluido el periodo de incu-
bación a 4 ºC y 20 ºC, y posterior a las tres horas de
incubación a 37 ºC fueron procesadas alícuotas
de cada suspensión espermática para la evaluación de
la RA por técnica de triple tinción.15 Una muestra
después del método de selección espermática fue uti-
lizada como control inicial (tiempo cero, T0). Las in-
cubaciones realizadas a 20 ºC correspondieron al
control de temperatura para cada uno de los trata-
mientos (con y sin glicerol) y los diferentes tiempos
de incubación (con y sin incubación adicional a 37
ºC por tres horas). La incubación adicional a 37 ºC
por tres horas se realizó para evaluar la necesidad
del cambio de temperatura en la inducción de RA a
bajas temperaturas.
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Análisis estadístico

Para el análisis estadístico fue utilizada la prueba
de análisis de la varianza (ANOVA) para datos no
paramétricos y el test de comparación múltiple de
Tukey. Valores de p < 0.05 fueron considerados sig-
nificativos y los promedios fueron expresados con ±
ESM (error estándar de la media).

RESULTADOS

En las muestras incubadas a la hora y tres horas
con o sin glicerol a 4 ºC y 20 ºC, no se produjo va-
riación en los porcentajes de RA, previo o posterior
a las tres horas de incubación adicional a 37 ºC.

Efecto de la temperatura de incubación
e incubación adicional sobre el estado

acrosomal, en espermatozoides
incubados por 18 horas sin glicerol

En el cuadro 1 son presentados los resultados obte-
nidos en los espermatozoides incubados sin glicerol du-
rante 18 horas a 4 ºC y 20 ºC. Como control se evaluó
la RA inicial (T0) posterior al método de selección es-
permática correspondiendo a 4.0% ± 1.08. En los es-
permatozoides incubados por 18 horas (T18) a 4 ºC sin
glicerol, se observó un aumento significativo en el por-
centaje de RA en relación al T0 (14.0% ± 1.79) (p <
0.05), produciéndose un nuevo incremento de la RA
con la incubación adicional de tres horas a 37 ºC.
(T18+3)(37.5% ± 6.61), siendo este incremento signifi-
cativo en relación con el T0 (p < 0.001) y a la muestra
sin incubación adicional (p < 0.01) (Figura 1). Estas
mismas muestras incubadas a 20 ºC (control de tempe-
ratura) no presentaron un aumento significativo en
comparación al T0, siendo el porcentaje de RA de 8.5
± 3.01, sin embargo, la incubación adicional de tres
horas a 37 ºC incrementó la RA a 13.7% ± 4.66, sien-
do este incremento significativo respecto al T0 (p < 0.05)
y a la muestra sin incubación adicional (p < 0.05) (Fi-
gura 1). Los porcentajes de RA en los espermatozoides
incubados a 4 ºC y posterior incubación a 37 ºC por
tres horas fueron significativamente mayores a los ob-
servados en las muestras incubadas en las mismas
condiciones a 20 ºC (p < 0.01) (Figura 1).

Efecto de la temperatura de
incubación e incubación adicional sobre
el estado acrosomal, en espermatozoides

incubados por 18 horas con glicerol

Los resultados obtenidos en las muestras de es-
permatozoides incubados con glicerol por 18 horas a

TO T18 T18+3
Tiempo (horas)

Figura 1. Reacción de acrosoma (RA) en espermatozoides humanos
post-selección espermática (T0) e incubados a 4 ºC y 20 ºC, con y sin
adición de glicerol en el medio de cultivo, durante 18 horas (T18) y 18 ho-
ras más incubación adicional por tres horas a 37 ºC (T18+3). El porcenta-
je de RA fue determinado con la triple tinción. Los resultados son expresa-
dos como promedio ± error estándar (EE), n = 4. ap < 0.05 respecto al T0.
bp < 0.01 respecto al T0. cp < 0.001 respecto al T0.
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Cuadro 1. Porcentajes de RA en espermatozoides post-selección esper-
mática (T0) e incubados sin glicerol a 18 horas, sin (T18) y con (T18+3)
incubación adicional a 37 ºC por tres horas.

Tiempos Temperatura RA(%) ± EE
de incubación de incubación

T0 - 4.0 ± 1.08
T18 4 ºC 14.0 ± 1.79*
T18+3 4 ºC 37.5 ± 6.61**
T18 20 ºC 8.5 ± 3.01
T18+3 20 ºC 13.7 ± 4.66*

Valores son promedios ± error estándar (EE)
* indica diferencia significativa (p < 0.05) respecto al T0.
** indica diferencia significativa (p < 0.001) respecto al T0.

Cuadro 2. Porcentajes de RA en espermatozoides post-selección esper-
mática (T0) y espermatozoides incubados con glicerol a 18 horas, sin
(T18) y con (T18+3) incubación adicional a 37 ºC por tres horas.

Tiempos Temperatura RA(%) ± EE
de incubación de incubación

T0 - 4.0 ± 1.08
T18 4 ºC 24.0 ± 5.24*
T18+3 4 ºC 32.7 ± 4.85**
T18 20 ºC 18.5 ± 7.12
T18+3 20 ºC 27.2 ± 7.55*

Valores son promedios ± error estándar (EE).
* indica diferencia significativa (p < 0.01) respecto al T0.
** indica diferencia significativa (p < 0.001) respecto al T0.

a

b

c

a

c

b

4 °C sin glicerol 20 °C sin glicerol
4 °C con glicerol 20 °C con glicerol



Deppe M, et al. Temperatura de incubación y glicerol sobre la preservación del acrosoma. Rev Invest Clin 2004; 56 (4): 477-482480

4 ºC y 20 ºC son mostrados en el cuadro 2. En las
muestras incubadas con glicerol durante 18 horas a
4 ºC no hubo inhibición en la inducción de RA, pre-
sentando un aumento significativo del porcentaje de
RA en relación con el T0 (24.0% ± 5.24 y 4.0 ± 1.08,
respectivamente, p < 0.01) (Figura 1). La RA tam-
bién se incrementó a 32.7% ± 4.85 posterior a las
tres horas de incubación a 37 °C, siendo este incre-
mento significativo respecto al T0 (p < 0.001), pero
no respecto a la misma muestra sin incubación adi-
cional. En el control a 20 ºC con glicerol se observó
un aumento en el porcentaje de RA (18.5% ± 7.12)
con respecto al T0, no siendo éste significativo, al
contrario, con la incubación adicional por tres horas
a 37 ºC este porcentaje incrementó a 27.2 ± 7.55,
siendo significativo respecto al T0 (p < 0.01) (Figu-
ra 1). Sin embargo, este aumento en el porcentaje de
RA no fue significativo con respecto a las muestras
que no fueron adicionalmente incubadas por tres ho-
ras a 37 ºC en estufa de cultivo (18.5% ± 7.12) (Fi-
gura 1).

Efecto de la adición de
glicerol sobre el estado acrosomal

en espermatozoides humanos

En el cuadro 3 son mostrados los porcentajes de
RA observados en las muestras incubadas por 18 ho-
ras a 4 ºC y 20 ºC, con y sin incubación adicional a
37 ºC por tres horas, con respecto al efecto de la adi-
ción a éstas de glicerol, apreciando un aumento sig-
nificativo (p < 0.05) en el porcentaje de RA en las
muestras incubadas con glicerol a 4 ºC (24.0 ± 5.24)
y 20 ºC (18.5 ± 7.12) sin incubación adicional por
tres horas, respecto a las mismas sin adición del
criopreservante (14.0 ± 1.79 y 8.5 + 3.01, respecti-
vamente). Con la incubación adicional a 37 ºC por
tres horas en las muestras incubadas previamente a
4 ºC, la adición de glicerol no presentó diferencias

significativas respecto a este parámetro en relación
con las mismas sin glicerol, no así en las incubadas
a 20 ºC, donde la presencia del criopreservante mos-
tró un aumento significativo en la RA (p < 0.05),
respecto a las mismas muestras incubadas en ausencia
del criopreservante (27.2% ± 7.55 y 13.7% ± 4.66,
respectivamente).

DISCUSIÓN

En la evaluación de la función espermática, es-
permatozoides que presentan alteración para expe-
rimentar el proceso de RA, son incapaces de penetrar
la zona pelúcida.16 Al respecto, pacientes con acroso-
ma anormal o con defectuosa RA, han sido reporta-
dos como subfértiles.17 La inducibilidad de RA puede
ser correlacionada con la penetración del espermato-
zoide a la zona pelúcida,18 entregando una valiosa
información en la evaluación de la esterilidad en el
varón.19 Tanto inductores fisiológicos de RA como
el fluido folicular y no fisiológicos como la incuba-
ción a bajas temperaturas, han sido descritos como
predictores de la fecundación in vitro,20 evidencian-
do la utilidad de la inducción de RA a bajas tempera-
turas con fines diagnósticos,11 además de ser un mé-
todo factible de realizar en laboratorios clínicos.

Los resultados obtenidos en este estudio reflejan
que durante la incubación de espermatozoides por
una y tres horas a 4 ºC y 20 ºC no se observan dife-
rencias significativas respecto al T0. Al contrario, en
las incubaciones durante 18 horas a 4 ºC es posible
observar un aumento significativo en el porcentaje de
RA respecto al T0, no observándose el mismo efecto
en los espermatozoides incubados durante el mismo
tiempo a 20 ºC. El porcentaje de RA se incrementa
aún más con una incubación adicional por tres horas
a 37 ºC en estufa de cultivo, obteniéndose una RA
máxima de la población espermática incubada pre-
viamente a bajas temperaturas (4 ºC). Este efecto de

Cuadro 3. Porcentajes de RA, en espermatozoides incubados a 4 ºC y 20 ºC con y sin glicerol, durante 18 horas, sin (T18) y con (T18+3) incubación adi-
cional a 37 ºC por tres horas.

Tiempos de Temperatura de                                                       RA(%) ± EE
incubación incubación [ºC] (�) Glicerol (+) Glicerol

T18 4 14.0 ± 1.79 24.0 ± 5.24*
T18 20 8.5 ± 3.01 18.5 ± 7.12*
T18+3 4 37.5 ± 6.61 32.7 ± 4.85
T18+3 20 13.7 ± 4.66 27.2 ± 7.55*

Valores son promedios ± error estándar (EE).
* indica diferencia significativa (p < 0.05), en el porcentaje de RA observado en los espermatozoides incubados con glicerol, respecto a las mismas muestras
incubados sin el criopreservante.
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RA máximo no se logra con la sola incubación de los
espermatozoides por periodos prolongados de tiempo
a 20 ºC, aunque se adicione el incremento de tempe-
ratura a 37 °C, siendo necesaria la incubación pre-
via a bajas temperaturas. Estas observaciones refle-
jan que la inducción de RA a bajas temperaturas
requiere de una incubación adicional a 37 ºC por
tres horas. Tanto la incubación de espermatozoides
por periodos prolongados8 y la incubación de éstos a
bajas temperaturas9 han sido descritas como induc-
tores de capacitación y RA. Al respecto, en esperma-
tozoides humanos incubados a 37 ºC por 18 horas se
observa una RA inducida por fluido folicular signifi-
cativamente mayor que los incubados a 20 ºC por
este mismo periodo, incluso la preincubación de es-
permatozoides a 20 ºC seguida de una exposición a
37 ºC activa eventos relacionados a la capacitación
aumentando la inducibilidad de la RA.21 Esto con-
cuerda con nuestras observaciones, donde la incuba-
ción de espermatozoides humanos por 18 horas a 20
ºC no presentó un incremento significativo respecto
al T0, pero con la incubación adicional a 37 ºC por
tres horas se observó un aumento significativo de
este parámetro.

En este estudio se evaluaron periodos de incuba-
ción convencionales de tres y 18 de incubación, a
pesar que periodos intermedios no fueron considera-
dos, nuestros resultados confirman estudios previos,
que describen un aumento significativo en la lectura
de RA entre el grupo de espermatozoides humanos
incubados por 24 horas a 4 ºC con incubación adi-
cional por 3 horas a 37 ºC en comparación al T0 y
su control a 20 ºC.22 Por tanto, se deben utilizar
tiempos prolongados para la inducción de RA a ba-
jas temperaturas, y la adición de una incubación de
tres horas a 37 ºC, con el objetivo de lograr la ma-
yor inductibilidad de RA.

Por otra parte, la incubación de espermatozoides
con adición de glicerol 1M en el medio de cultivo no
revirtió significativamente el porcentaje de RA obte-
nido en las muestras incubadas sin el criopreservan-
te, observándose esta situación tanto a los 4 ºC
como a los 20 ºC. Más aún un efecto contrario fue
observado, esto basado en que las muestras incuba-
das con glicerol presentaron un incremento en los por-
centajes de RA, respecto a las mismas incubadas sin el
criopreservante. El análisis de varios agentes criopre-
servantes, entre ellos el glicerol, sobre los efectos de la
temperatura en relación con la permeabilidad de la
membrana plasmática, demostró que el glicerol no
presenta buena permeabilidad a la membrana en re-
lación con otros criopreservantes, que presentan ma-
yor rapidez de penetración y difusión.23 Esto podría

explicar que el uso de glicerol en el medio de cultivo
de espermatozoides humanos sometidos a inducción
de RA a bajas temperaturas (4 ºC) no fue efectivo
para prevenir este proceso, no siendo efectivo para
inhibir eventos de fusión de membrana involucrados
en el proceso de RA. La efectividad de un criopreser-
vante para inhibir eventos de fusión se correlaciona
directamente con la interacción que éstos puedan te-
ner con los fosfolípidos de las membranas mantenien-
do la fluidez bilaminar de la membrana. Estudios rea-
lizados con diferentes carbohidratos tales como
trealosa, maltosa, fructuosa, sucrosa, glucosa y gli-
cerol, entre otros, revelan que el glicerol sería el me-
nos efectivo en la inhibición de fusión de membra-
nas.24 Estos antecedentes, junto con las
observaciones de este estudio, evidencian que la fun-
ción criopreservante del glicerol no es adecuada para
técnicas de preservación a bajas temperaturas con
posteriores incubaciones a 37 ºC en espermatozoides
humanos, debido a que no protege al acrosoma de
los cambios de temperatura a que es sometido du-
rante estos procesos, pudiendo similar situación re-
flejarse en el proceso de congelación y descongela-
ción, donde los espermatozoides son sometidos a
cambios de temperatura. Este simple test de induc-
ción de reacción de acrosoma por baja temperatura
demostró, además, ser adecuado para evaluar crio-
preservantes en cuanto a la conservación del acro-
soma, y podría ser utilizado en los centros de conge-
lación de semen humano como control de calidad
previo al uso de los diferentes medios criopreservan-
tes.
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