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RESUMEN

Objetivos: El objetivo de este estudio, fue evaluar los efectos de 3 dife-
rentes protocolos de descongelacion, asi como de la aplicacion del la-
vado, sobre la vitalidad, motilidad y morfologia de la cola del esper-
matozoide en muestras de semen de baja calidad.

Material y métodos: Sc scleccionaron 13 muestras de semen de baja
calidad de acuerdo con los criterios establecidos por la Organizacién
Mundial de la Salud. Las muestras fueron descongeladas de acuerdo a
los siguientes protocolos: #) 25 min a temperatura ambiente; &) 15
min a temperatura ambiente seguido de 10 min a 37 °C,y ¢) 5 min a
4 °C seguido por 10 min a temperatura ambiente y 10 min a 37 °C.
Para estudiar el efecto del lavado, todas las muestras descongeladas se
evaluaron antes y después de éste. Se analizaron 2 pildoras (150 pl
pildora™) de semen congelado por cada protocolo de descongelacién
y se evaluaron el indice de vitalidad, la motilidad activa y las alteracio-
nes en la morfologia de la cola del espermatozoide.

Resultados: Los resultados obtenidos muestran que el protocolo de
descongelacion no mostré efecto alguno (p > 0,05) sobre ninguna de
las variables estudiadas. Sin embargo, el lavado redujo (p < 0,001) los
indices de vitalidad, motilidad activa y aumenté (p < 0,001) el por-
centaje de alteraciones en la morfologia de la cola.

Conclusiones: Estos resultados indican que el lavado mds que el pro-
tocolo de descongelacién, reduce la vitalidad de los espermatozoides
en semen de baja calidad.
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ABSTRACT

Effects of the release-wash on the motility, vitality
and morphology of sperms of low quality

Objetives: The aim of this study was to evaluate
the effects of 3 different thawing procedures, as
well as the effect of washing, on vitality, motility
and sperm tail morphology from poor quality se-
men samples.

Material and methods: Thirteen poor quality se-
men samples were selected from different patients
according to the parameters provided by the
Word Health Organization. Samples were thawed
according to the following protocols: #) 25 min
at room temperature; &) 15 min at room tempe-
rature followed by 10 min at 37 °C; ¢) 5 min at

4 °C followed by 10 min at room temperature
and 10 min at 37 °C. In order to study the was-
hing effects all thawed samples were evaluated be-
fore and after the washing procedure. Two pellets
(150 pl pellet?) were analyzed for each thawing
protocol and vitality, motility and sperm tail mor-
phological alterations were evaluated.

Results: The results obtained showed that the
thawing protocol did not show any effect (p > .05)
on none of the evaluated characteristic. However,
washing resulted in decreased (p < .001) vitality,
active motility, increased morphological sperm
tail alterations (p < .001).

Conclusions: These results suggest that washing
rather than the thawing procedure could reduce
sperm viability in poor quality sperm.

Key words: Cryopreservation. Infertile men. Sper-
matozoa. Sperm tail morphology.
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INTRODUCCION

La congelacién de semen es una alternativa para alma-
cenar espermatozoides (viables y con capacidad de
fertilizar un ovocito) en los pacientes que seran some-
tidos a uno de los siguientes procesos: orquitectomia
(uni o bilateral), quimioterapia, radioterapia y vasec-
tomfal. Con excepcion de los casos de vasectomia, es
frecuente que el semen de este tipo de pacientes
muestre una baja calidad seminal, medida a través de
la movilidad y/o concentraciéon de espermatozoides.
La situaciéon anterior, requiere considerar, por una
parte, el efecto deletéreo per se de la congelacién so-
bre los espermatozoides*” y, por otra, la reduccién en
viabilidad, motilidad y capacidad fertilizante que
muestran los espermatozoides durante el proceso de
descongelacién®®8.

El proceso de congelaciéon de semen ha sido am-
pliamente estudiado y en su conjunto la metodologia
estd bien protocolizada®!?. Sin embargo, en el caso de
la descongelacidn, es necesario aclarar la participacién
de diversos factores como temperatura de descongela-
cién (constante 37 °C o con cambios graduales 4, 20
y 37 °C), velocidad de descongelacién (lenta frente a
ripida) y velocidad con la que se congel6 (lenta, ripi-
da) sobre la motilidad, vitalidad y morfologia de los
espermatozoides.

En varones normozoospérmicos la motilidad de los
espermatozoides posdescongelacion se reduce hasta
en un 51% con respecto a la motilidad mostrada pre-
viamente a la congelacién®. En el caso de pacientes as-
tenozoospérmicos, la magnitud en la reduccién de la
motilidad después de someter a los espermatozoides
al proceso congelaciéon-descongelaciéon resulta mayor
con respecto a lo detectado en pacientes normozoos-
pérmicos’. De ahi, la importancia de contar con pro-
tocolos de descongelacién que minimicen los efectos
deletéreos propios del proceso congelacion—descon-
gelacion-lavado.

La vitalidad de los espermatozoides expuestos al
proceso de congelacién-descongelacion se reduce has-
ta en un 14% en varones normozoospérmicos?; esta
perdida en vitalidad puede ser mayor en muestras se-
minales que previamente a su congelacién muestran
una reducida vitalidad (p. ¢j., < 70%) y motilidad acti-
va (p. €j., < 50%).

Se ha reportado!! que durante el proceso de des-
congelacién de semen se incrementa la proporcion de
espermatozoides con colas con aspecto enrollado; una
cola alterada en su morfologia (p. €j., enrollamiento)
dificulta el movimiento del espermatozoide e influye
en el tipo de motilidad que muestran los espermato-
zoides, de ahi que resulte importante que el método
de descongelacién utilizado produzca el minimo de

de espermatozoides de baja calidad

alteraciones en la morfologia de la cola de los esper-
matozoides.

Considerando lo senalado previamente, el objetivo
de este estudio fue, partiendo de muestras seminales
de mala calidad, establecer la influencia de los diferen-
tes pasos efectuados durante la descongelacién sobre
la muestra seminal, para seleccionar la metodologia
que menos afecte a los espermatozoides en su vitali-
dad, motilidad y morfologia de la cola.

MATERIAL Y METODOS
Muestras de semen

Se utilizaron muestras seminales provenientes de 13
eyaculados obtenidos por masturbacién y de diferen-
tes pacientes con astenozoospermia. El promedio de
edad de los varones fue 33 + 1,4 afios (media + error
estandar). Los eyaculados se evaluaron en forma pre-
via a su congelacién, y en promedio presentaron las
siguientes caracteristicas seminales: #) volumen 5,1 =
0,6 ml; &) pH 8,1 + 0,07 (tira reactiva de papel;
Merck®); ¢) una concentraciéon de 52 + 14 X 109 es-
permatozoides ml™? (cdmara de Makler); 4) una con-
centracién de 246 + 68 X 109 espermatozoides cya-
culado™; ¢) indice de vitalidad 57 + 4% (naranja de
acridina'?); f) motilidad total y activa de 40 = 3 y 29
+ 3%, respectivamente; g) indice de madurez nuclear
de los espermatozoides: maduros 77 + 1%, interme-
dios 7,0 + 0,4% ¢ inmaduros 16 + 1% (test de con-
densacién de la cromatina espermatica: tincién azul
de anilina®) 4) y espermatozoides con morfologia
normal 12 + 1% (tincién pandptico rapido modifica-
dalli4),

Manejo del semen previo a la congelacion

Una vez determinada la concentracién de espermato-
zoides, s¢ coloco en un tubo cénico (15 ml, Falcon®)
una muestra de semen en estado de licuefaccién con
un minimo de 20 X 10°¢ de espermatozoides para su
congelacion.

Congelacion de semen

El semen se congel6 en pildoras!'®. Con anterioridad a
su congelacién, se permitié que el semen estuviera en
estado de licuefaccién, posteriormente se homogeni-
z0; cada muestra seminal se diluy6 1:1 (volumen/vo-
lumen) con un crioprotector (SpermFreeze®; Beer-
nem, Bélgica), la concentracién final del crioprotector
fue del 7,5%. La muestra por congelar (semen mads
crioprotector) se mezclé manualmente en forma suave
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y se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min;
posteriormente, el tubo con la muestra se introdujo
en un recipiente con agua a temperatura ambiente
durante 15 min (estabilizacién).

El descenso de temperatura fue lento; para ello se
colocé el tubo con la muestra por congelar (dentro
del recipiente con agua) a una temperatura entre 4 y
5 °C durante 60 min. El siguiente descenso de tem-
peratura se logré al colocar 150 pl de muestra por
congelar en la superficie de bloques de CO,; una vez
congeladas y formadas las pildoras, éstas fueron retira-
das del bloque de CO, y se introdujeron en un crio-
tubo (6 pildoras por criotubo); de forma inmediata,
cada criotubo se sumergié en nitrégeno liquido. Las
muestras seminales se mantuvieron en congelacién
hasta el momento de su estudio por un minimo de
48 h.

Tratamientos

De un total de 6 pildoras por paciente, se asignaron 2
pildoras por tratamiento: a) descongelaciéon en 1
paso: este tratamiento se consider6 como control y
consistié en colocar las pildoras en un tubo cénico
(15 ml) para su descongelado a temperatura ambiente
(20 °C) durante 25 min. El tubo se froté manual-
mente 2 veces (en forma breve y con la palma de am-
bas manos) a los minutos 15 y 25 de iniciado el pro-
ceso de descongelacién con el propésito de favorecer
un descongelado homogéneo; &) descongelacion en 2
pasos. Consistié en descongelar las pildoras a tempe-
ratura ambiente durante 15 min y, posteriormente, a
37 °C durante 10 min. El tubo se froté manualmente
(tal como se detall6 en el tratamiento “a”; a los minu-
tos 5y 15 de iniciado el proceso de descongelacion, y
¢) descongelaciéon en 3 pasos. Consistié en desconge-
lar las pildoras a 4 °C durante 5 min seguido de tem-
peratura ambiente durante 10 min y 37 °C durante
10 min. El tubo se froté6 manualmente a los minutos
5y 15. En este protocolo, descongelar a 4 °C implicé
colocar el tubo (con las pildoras dentro de éste) en un
vaso de precipitado con agua a 4 °C; el nivel emplea-
do de agua (50 ml) permitié cubrir las pildoras por
descongelar.

Medio de lavado. Una hora previa a la descongela-
cidn, se colocd en la estuta (37 °C, 5% CO,) un tubo
cénico (15 ml, Fale6n®) con medio de lavado Game-
te® (Vitrolife, Guthenburg, Suecia), aproximadamen-
te 1,5 ml por cada par de pildoras, con el fin de equi-
librar y mantener estable el pH del medio de lavado.

Lavado de la muestra seminal. Una vez efectuada la
descongelacién de la muestra seminal (minuto 25), se
tomaron 3 alicuotas (2 de 15 pl y una de 40 pl) para
llevar a cabo la primera evaluacién de la muestra semi-
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nal (antes del lavado). Al resto de la muestra se le
agrego 1 ml de medio de lavado y se centrifugo a 360
g durante 10 min. Se retir6 el sobrenadante y se re-
suspendid en 100 pl de medio de lavado para su eva-
luacién poslavado.

Diseiio experimental

Se utilizé un diseno de 2 factores con medidas repeti-
das sobre ambos!®. El primer factor de estudio corres-
pondié al protocolo de descongelacion de las pildoras
de semen: #) 25 min a temperatura ambiente; &) 15
min a temperatura ambiente seguido de 10 min a 37
°C, vy ¢) 5 min a 4 °C seguido de 10 min a temperatu-
ra ambiente y 10 min a 37 °C. El segundo factor fue
el momento de evaluacién de la muestra seminal den-
tro del proceso de lavado: ) antes del lavado, y &)
después del lavado.

Unidad experimental

Correspondi6é a 2 pildoras (150 pl pildora™) de se-
men congelado.

Variables evaluadas

Las variables se evaluaron en 2 momentos: una vez que
se habfan descongelado las pildoras y después del lavado
de la muestra descongelada (centrifugacion y lavado).

Motilidad activa

Se evalud de forma subjetiva a través de la observacion
directa de 200 espermatozoides a 40X utilizando un
microscopio de contraste de fases (Labophot, Nikon®).
Se utilizaron 2 patrones de motilidad, G,y G,.

indice de vitalidad

En 200 espermatozoides, se cuantificé la proporcioén
de espermatozoides vivos y muertos por el uso de un
microscopio de fluorescencia (Tansformer, UN, con
filtro primario de 495 nm vy filtro secundario de 500
nm, Nikon®). Se utiliz6 la tincién naranja de acridi-
na'? para diferenciar los espermatozoides vivos de los
muertos; los vivos muestran fluorescencia verde y los
muertos fluorescencia naranja.

Alteraciones en la morfologia de la cola

La morfologia de la cola fue evaluada a 1.000X en
100 espermatozoides teitidos con la tincién pandptico
ripido modificada'l; todas las morfologias de cola
fueron clasificadas por un solo observador. La morfo-
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logia de la cola se clasifico en 4 categorias: #) cola
normal; &) cola corta; ¢) cola enrollada parcialmente,
y d) cola enrollada totalmente. Una cola normal se
definié como la que no present6 enrollamiento par-
cial o total a lo largo de su extension; la cola corta, es
la que muestra un mayor grosor y una menor longi-
tud con respecto al detectado en la cola normal; la
cola enrollada parcialmente, se refiere a la que mues-
tra un enrollamiento parcial en su extremo distal (sin
llegar a ser total); la cola enrollada totalmente, es el
tipo de cola que esta enrollada alrededor de la cabeza
del espermatozoide.

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estandar y
previamente se les aplicé la prueba de Shapiro-Wilk’s
para probar que se distribuyen en forma normal; las
variables que no se distribuyeron en forma normal fue-
ron transformados a la raiz cuadrada (motilidad activa)
y logaritmo en base 10 (porcentaje de colas enrolladas
parcialmente y totalmente). Los datos se analizaron
utilizando un analisis de varianza a través de los mode-
los lineales generales para el disefio descrito!’.

RESULTADOS
Efecto del protocolo de descongelacion

El protocolo de descongelacién no influyo (p > 0,05)
sobre las siguientes variables: indice de vitalidad, mo-
tilidad total, motilidad activa, espermatozoides con
cola normal, espermatozoides con cola corta, esper-
matozoides con cola enrollada parcialmente y esperma-
tozoides con cola enrollada totalmente (tabla 1).

Efecto del lavado

Todas las variables estudiadas fueron influidas por el
proceso de lavado. Después del lavado de la muestra
seminal, las variables indice de vitalidad, motilidad to-
tal, motilidad activa, espermatozoides con cola normal
y espermatozoides con cola normal y corta se reduje-
ron (p < 0,001) con respecto a los valores presentes
antes del lavado. En el caso de los espermatozoides
con cola enrollada parcialmente (p < 0,001) y total-
mente (p < 0,01) se registré un aumento (tabla 2).

Efecto del protocolo de descongelacion y lavado de la
muestra seminal

La interaccién protocolo de descongelacion con lava-
do no resulto significativa (p > 0,05).

de espermatozoides de baja calidad

DISCUSION

El proceso de congelaciéon-descongelacion reduce el
porcentaje de espermatozoides vivos, tanto en mues-
tras seminales de buena calidad, normozoospérmicas,
como en las de mala calidad, astenozoospérmicas, oli-
gozoospérmicas y teratozoospérmicas'®29. Sin embar-
go, al presentarse desde un inicio en las muestras se-
minales de baja calidad, una vitalidad baja, cualquier
reduccién adicional en este parimetro compromete
sus posibilidades de uso con alguna de las tecnologfas
de reproduccion asistida disponibles.

En el presente estudio, los protocolos propuestos
para descongelar semen de mala calidad no mostraron
un efecto (p > 0,05) sobre el indice de vitalidad de los
espermatozoides. Se detecté que el proceso congela-
cién-descongelacién reduce el indice de vitalidad de
los espermatozoides en un 56% con respecto al valor
registrado previo al proceso de congelaciéon. Los valo-
res de vitalidad posdescongelacion en las muestras se-
minales estudiadas resultaron similares a lo detectado
en otros estudios!®?° en donde se estudi6 el efecto
del proceso de congelaciéon-descongelaciéon sobre la
vitalidad de muestras seminales de baja calidad.

El proceso de descongelacion de muestras semina-
les debe reducir el desequilibrio osmético vy la recris-
talizacién de microcristales de agua intracelular que
pueden danar las estructuras celulares!®. Los resulta-
dos de este estudio indican que los protocolos de
descongelaciéon evaluados afectan de manera similar
la vitalidad de los espermatozoides, lo que siguiere
que el cambio gradual de la temperatura de almace-
naje (-196 °C) a la temperatura de evaluacién (te-
niendo constante el tiempo de descongelacién) no re-
duce el porcentaje de espermatozoides muertos. A
diferencia de lo indicado en este estudio, otros auto-
res’! muestran que cuando una muestra seminal nor-
mozoospérmica se enfria a una tasa baja (1 °C min™),
la funcién mitocondrial de los espermatozoides (va-
riable asociada con la vitalidad de los espermatozoi-
des) resulta mayor si la tasa de calentamiento de la
muestra seminal también es baja (1 °C min™) en lugar
de alta (400 °C min™). Mientras que si la tasa de en-
friamiento es alta (entre 175 y 800 °C min™) y la de
calentamiento alta (400 °C min™!), se obtiene un ma-
yor porcentaje de espermatozoides con funcién mito-
condrial con respecto a una tasa de calentamiento baja
(1 °C min™).

Convencionalmente, las muestras de semen que se
someten al proceso de congelaciéon contienen plasma
seminal, un medio de nutrientes (como citrato-yema
de huevo o albimina sérica humana) y glicerol. Las
muestras seminales congeladas que se requieran utili-
zar para alguna de las técnicas de reproduccién asisti-
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TABLA 1. Efectos de la descongelacion sobre la motilidad, vitalidad y morfologia de espermatozoides de baja calidad

Protocolo de descongelacion

Variables, en % Temperatura ambiente

(media = error estandar)

Temperatura ambiente +37 °C
(media = error estandar)

4 °C + temperatura ambiente
+37 °C (media = error estandar)

Muestras seminales clasificadas como
astenozoospérmicas (n = 13)

Indice de vitalidad 25,0 £2,3
Motilidad
Total 84 +1,3
Ripida y rectilinea 29+0,6
Activa 55+1,0
Morfologia de la cola del espermatozoide
Normal 549 +28
Corta 178 £ 1,6
Enrollada parcialmente 242 +28
Enrollada totalmente 32+0,7

24,6+22 254+26
8,514 9,1+14
3,309 340,06
54=+1,1 5,7+ 1,0
552+ 1,1 53,4+25
18,5+2.8 18,0 + 1,4
23,3+3,0 249 + 2.6
3,0+0,6 3,709

Medias en el mismo renglén son similares (p > 0,05).

TABLA 2. Efecto del lavado sobre la motilidad, vitalidad y morfologia de espermatozoides de baja calidad

Etapa del proceso de lavado

Variables, en %

Antes (media * error estandar)

Después (media = error estandar)

Muestras seminales clasificadas como astenozoospérmicas (n = 13)
Indice de vitalidad
Motilidad
Total
Ripida y rectilinea
Activa
Morfologia de la cola del espermatozoide
Normal
Corta
Enrollada parcialmente
Enrollada totalmente

28,8 + 1,9 212+ 1,7
11,0 + 1,20 6,3+08
39407 254040
71+1,00 40+0,6°
62717 463+17°
2134120 14.8 + 1,00
13,6 + 1,2¢ 347 +1,7°
24+ 040 42 40,70

Medias con diferente superindice (a, b) en el mismo renglén indican diferencia significativa (p < 0,001). Medias con diferente superindice (¢, d) en el mismo

renglén indican diferencia significativa (p < 0,01).

da (fecundacién in vitro o inyeccién intracitoplasmati-
ca del espermatozoide) deberan ser descongeladas y
lavadas, este tltimo proceso se realiza con el fin de re-
tirar el plasma seminal, el crioprotector y contaminan-
tes, ya que éstos interfieren con el proceso de fecun-
dacion®.

En este estudio, la etapa del proceso de lavado in-
fluy6 sobre el indice de vitalidad de los espermatozoi-
des. Durante el proceso de lavado de la muestra des-
congelada se disminuy6 el indice de vitalidad en un
26%. Por lo que el proceso de congelacion-desconge-
lacién tiene un mayor efecto deletéreo sobre los es-
permatozoides que el proceso de lavado posdescon-
gelacion.

Con respecto a la motilidad, los resultados de este
estudio indican que los protocolos de descongelacién
estudiados redujeron la motilidad de los espermato-
zoides en al menos un 77% con respecto a la motili-
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dad de los espermatozoides previa a su congelacion.
Una reduccion en la motilidad (muestra seminal fres-
ca frente a descongelada) ligeramente inferior a la in-
dicada en este estudio ha sido reportada previamente’
en muestras seminales de varones catalogados como
infértiles.

En el presente estudio no se evalud la tasa de calen-
tamiento (°C min™) de una muestra congelada. Sin
embargo, al mantenerse constante el tiempo de des-
congelaciéon de la muestra seminal (25 min) y diferir
la temperatura de calentamiento entre los protocolos
de descongelacion propuestos, se asume que la tasa de
calentamiento difiere entre tratamientos. No obstan-
te, los diversos protocolos de descongelaciéon estudia-
dos afectaron de manera similar la motilidad de los
espermatozoides (total, G3 y activa). Estos resultados
no concuerdan con hallazgos previos?!, donde se con-
trastaron 2 temperaturas de calentamiento de la mues-
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tra seminal congelada (1 frente a 400 °C min™) y se
indica una interaccién significativa entre la temperatu-
ra de enfriamiento y la temperatura de calentamiento,
es decir, la motilidad de los espermatozoides posdes-
congelacién resulta mayor cuando se utilizan una tasa
de enfriamiento baja con una tasa baja de calenta-
miento. Al parecer, se requiere contrastar diferencias
marcadas en las tasas de calentamiento para detectar
cambios en la motilidad de los espermatozoides.

De manera similar a los hallazgos en el indice de vi-
talidad, la etapa del proceso de lavado afecté la moti-
lidad de los espermatozoides, sin que este efecto fuera
de mayor magnitud al ejercido por el proceso de des-
congelacién. El proceso de lavado implica someter a
los espermatozoides a la dilucién en medios de culti-
vo, seguido de la centrifugaciéon y resuspensiéon en
medios de cultivo. La dilucién se realiza con un gran
volumen de medio de cultivo y la centrifugacién tiene
como fin concentrar una poblacién de espermatozoi-
des previamente diluida. Una consecuencia del lavado
de la muestra seminal es el dano en la integridad de la
membrana plasmadtica y en la funcién mitocondrial, lo
que trae consigo una reducciéon de la motilidad de los
espermatozoides®!22.

El proceso de congelaciéon de los espermatozoides
produce cambios en la morfologia espermatica, inclu-
yendo dano en las mitocondrias, el acrosoma y la cola
del espermatozoide?®**. Los cambios morfolégicos en
la cabeza y en la pieza intermedia de los espermato-
zoides provenientes de pacientes infértiles se han des-
crito previamente?h?324 y hay limitada informacion
acerca de los cambios que ocurren en la morfologia
de la cola del espermatozoide!!-3.

La criopreservaciéon causa rotura de la membrana
plasmitica en la cabeza y regiones de la cola del esper-
matozoide. El dafio ocasionado por la congelacién en
la membrana plasmdtica de la cabeza y la cola puede
ocurrir de manera independiente; la presencia de una
membrana intacta en la cola no necesariamente indica
que la membrana de la cabeza también estd intacta?®.
Los diferentes protocolos de descongelacion evalua-
dos en este trabajo no ejercieron efecto sobre la mor-
fologia de la cola del espermatozoide. Del total de las
colas evaluadas, solo el 54% se clasific6 como normal,
destacando la cola enrollada parcialmente (24%) como
una de las alteraciones que se registran tras el proceso
de congelacién-descongelaciéon. Los resultados del
presente trabajo apoyan resultados previos de estu-
dios! en donde se indica que el proceso de desconge-
laciéon de semen incrementa la proporciéon de esper-
matozoides con colas con aspecto enrollado.

El proceso de lavado redujo en un 26% la presencia
de espermatozoides con una morfologia de la cola
normal. Destacando el incremento (255%) en el por-

de espermatozoides de baja calidad

centaje de colas enrolladas parcialmente posterior al
lavado. Lo que sugiere que los efectos negativos del
lavado de una muestra seminal descongelada no solo
son evidentes en la pérdida de la integridad de la
membrana plasmética’’?® sino en la alteraciéon de la
morfologia de la cola, la cual resulta determinante
para la calidad del movimiento del espermatozoide.

Se concluye que las diferencias en los protocolos de
descongelacién evaluados no influyeron en las varia-
bles estudiadas. Sin embargo, es de resaltar la reduc-
cién que se observo en la motilidad, vitalidad e incre-
mento en las alteraciones en la morfologfa de la cola
producida por el lavado de la muestra una vez des-
congelada.
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