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Introduccion

Para lograr el aumento en la produccion, el mejoramiento animal es importante ya que ha
contribuido en la optimizacion de los indices productivos y reproductivos (Hernandez-Corredor,

2013).

La inseminacidn artificial (1A) es una técnica que tiene como fin potencializar el
mejoramiento genético en la creciente industria bovina de Colombia (Carrillo-Gonzéalez y
Hernandez, 2016). Con la técnica del congelamiento del semen se incrementan las posibilidades
de utilizar la A y se facilita el desarrollo de programas tendientes a mejorar esta especie, ademas
la calidad genética de los bovinos se veria acelerada y el costo de la adquisicién de sementales
seria inferior al necesario, asi como al facilitar el transporte de semen a nivel internacional. Esto

es principalmente importante en las regiones tropicales (Cueto et al., 2016).

La criopreservacion reduce la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides, por lo que la
inclusién de elementos para mejorar la supervivencia e integridad de los espermatozoides post-
descongelamiento puede resultar en tasas de concepcion adecuadas con el uso de la inseminacion
artificial (Guerrero et al., 2009). Durante el proceso de descongelacion se debe utilizar una
temperatura 6ptima y un tiempo adecuado para minimizar la pérdida de calidad del semen, ya
que este proceso devuelve nuevamente a los espermatozoides a un estado fisioldgico activo

(Borah et al., 2015).

El objetivo de este estudio es disefiar un dispositivo de descongelacion y evaluar su efecto
sobre la viabilidad, motilidad y morfologia espermatica de semen bovino, sometido a diferentes

tasas de calentamiento.
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1. El Problema

1.1. Titulo
DISENO DE UN DISPOSITIVO ELECTRONICO EXPERIMENTAL DE
DESCONGELACION PARA SEMEN BOVINO Y EVALUACION DE SU USO SOBRE LA

CALIDAD ESPERMATICA

1.2. Planteamiento del Problema

En la ganaderia bovina, la 1A se consolidé a partir del establecimiento del método de
fijacion cervical, de la aplicacion de pequefias dosis de semen diluido en el cuerpo del Gtero
mediante instrumentacidn especifica, y de la utilizacion de semen congelado-descongelado. La
aplicacion de esta biotecnologia, conllevo a un mejoramiento sustantivo de la productividad; sin
embargo, las fallas en la eleccidn del material genético y en la practica instrumental, afectan de
manera grave los indicadores productivos, bien por detrimento en las tasas fertilidad, o por la
diseminacion de genes indeseables (Villa-Duque et al., 2016). La baja fertilidad podria deberse a
los dafios ocasionados en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion-

descongelacion

En el proceso de descongelacion se debe utilizar una temperatura 6ptima y un tiempo
adecuado para minimizar la pérdida de calidad del semen, ya que este proceso devuelve
nuevamente a los espermatozoides a un estado fisioldgico activo (Borah et al., 2015). La
velocidad a la que se congela la célula debe coincidir con la velocidad de descongelacion
correspondiente, con el objetivo de revertir el equilibrio osmaético y la rehidratacion celular

(Shah et al., 2016), evitando lesiones en las células como la recristalizacion y la hidratacion
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excesiva, asi como el dafio a la membrana espermatica y al citoplasma, para obtener una

adecuada supervivencia celular (Andrabi, 2009; EI-Ahwany et al., 2018).

Hoy en dia, la mayoria de los centros de inseminacién artificial (I1A) comerciales
recomiendan métodos de descongelacion con agua caliente, pero esto ha demostrado que posee
sus efectos secundarios perjudiciales en la calidad espermatica, por ello de aqui deriva la
motivacion e innovacion de disefiar un dispositivo experimental en el método de descongelacion
por medio de aire caliente el cual reduzca esos efectos, ya que la produccién bovina es la

segunda produccion méas demandada en la region.

1.3. Formulacién del Problema
¢La descongelacién de semen bovino con un flujo de aire caliente permitira obtener
parametros de calidad espermaética similares o superiores a los obtenidos con la descongelacién

convencional en agua caliente?

1.4. Justificacion

Con la presente investigacion se aportara un método novedoso para la descongelacién de
pajillas mediante la conduccion de calor por aire a diferentes temperaturas, que representara una
tecnologia innovadora para ser utilizada por profesionales tanto en campo como en laboratorios
de biotecnologia reproductiva, a la vez que brindara un aporte tecnoldgico en el estudio de

calidad seminal y funcionalidad de semen bovino posdescongelacion mediante aire.

La importancia de este trabajo radica en la evaluacion de la calidad y funcionalidad del
semen bovino descongelado mediante el método de aire (dispositivo) y compararlo con el

método tradicional de descongelacién en agua. Para esto se utilizara varias pruebas de analisis,
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para evaluar el efecto de los diferentes métodos y temperaturas de descongelacion sobre la

movilidad, viabilidad y morfologia del semen bovino criopreservado.

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General

Disefiar y evaluar un dispositivo electronico experimental para la descongelacion de
semen bovino criopreservado y su efecto sobre la calidad espermatica sometido a diferentes tasas

de calentamiento.

1.5.2. Obijetivos Especificos
Analizar el efecto de una nueva metodologia de descongelacion con diferentes tasas de

calentamiento sobre la movilidad espermaética del semen bovino.

Caracterizar los pardmetros morfométricos del espermatozoide bovino al someterse a una

nueva metodologia de descongelacion con diferentes tasas de calentamiento.

Determinar el porcentaje de sobrevivencia espermatica (vitalidad espermatica) al

exponerse a una nueva metodologia de descongelacion con diferentes tasas de calentamiento.

1.6. Delimitaciones

1.6.1. Espacial
Este presente trabajo se realizo con 150 pajillas de semen criopreservado de la raza
Holstein, provenientes de la finca La Pajarita ubicada en la vereda El Libano municipio de

Sardinata, Norte de Santander

1.6.2. Temporal

El proyecto tuvo una duracién de 3 meses a partir de la aprobacion del anteproyecto



1.6.3. Conceptual

Los términos que se tomaron como referencia en la investigacion son los siguientes:

semen, criopreservacion, motilidad espermatica, refrigeracion, descongelacion, bovino,
evaluacion, espermatozoide, vitalidad espermatica, morfologia, aire caliente, metodologia,

dispositivo.

15
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2. Marco Referencial

2.1. Antecedentes
EFECTO DE LAS VELOCIDADES DE ENFRIAMIENTO, CONGELACION Y
DESCONGELACION Y LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO SOBRE LA

PRESERVACION DE LOS ESPERMATOZOIDES HUMANOS.

Autores: Mahadevan, M., & Trounson, A. O.

Los espermatozoides humanos fueron relativamente resistentes al choque por
enfriamiento. Sin embargo, cuando el semen diluido se enfrié a mas de 10 ° C por minuto desde
la temperatura ambiente (TA) a5 ° C y se volvio a calentar a TA, el porcentaje de motilidad y el
porcentaje de espermatozoides vivos disminuyo en comparacion con las velocidades de
enfriamiento mas lentas (<5 ° C / min). Se encontr6 que la velocidad de enfriamiento Optima de
RT a5 ° C que resulta en la supervivencia maxima de los espermatozoides humanoses de 0.5a 1
° C por minuto cuando se enfria de RT a5 ° C y posteriormente se congela-descongela en
nitrégeno liquido (LN 2). La tasa de congelacion éptima de 10 ° C por minuto, de 5°a-80° C,
resultdé en una mayor supervivencia de los espermatozoides humanos que velocidades de
congelacién mas lentas (1.1 ° C / min) o mas rapidas (87.1 ° C / min). La descongelaciéon lenta
en aire a 20 0 35 ° C, en un banco seco, resulté en una mejor supervivencia que los otros
métodos de descongelacién mas lentos 0 mas rapidos utilizados. La temperatura a la que se
transfirieron las muestras de semen humano a LN 2 influyé significativamente en la
supervivencia de los espermatozoides. La supervivencia fue mayor cuando se transfirié a -30 °© C
0 menos en comparacion con las muestras transferidas a -15 © C o mas. Sin embargo, la

supervivencia maxima de los espermatozoides se obtuvo cuando las muestras se transfirieron a -
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80 ° C o menos. Transferencia de semen humano de LN 2 a -25 a -30 ° C y el almacenamiento
durante 24 horas redujo significativamente la viabilidad de los espermatozoides en comparacion
con el almacenamiento a 196 © C 0 -80 a -85 ° C. No se encontraron diferencias significativas
entre las temperaturas de almacenamiento de -80 a -85 ° C y -196 ° C en el mantenimiento de la

viabilidad de los espermatozoides hasta por 90 dias.

EL METODO DE DESCONGELACION DE LA PAJA INTERACTUA CON EL TORO
Y EL DILUYENTE PARA INFLUIR EN LA MOTILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES Y

LAS TASAS DE CONCEPCION DE LAS VACAS LECHERAS

Autores: Delarnette, J. M; Marshall C. E.

Se evaluo la influencia de las interacciones del método de descongelacion de la paja con
el padre y el tipo de diluyente (a base de leche o yema de huevo) sobre la motilidad de los
espermatozoides después del descongelamiento y las tasas de concepcidn de las vacas lecheras.
En el experimento 1, los espermatozoides de 10 toros Holstein se congelaron en citrato de yema
de huevo y se calentaron extensores de leche entera usando una técnica de eyaculacion dividida.
Las pajitas se descongelaron en un bafio de agua a 37° C con o sin 3 minutos de exposicion a una
placa de calentamiento a 37° C mientras se envolvian en una toalla de papel (descongelacién al
aire). El porcentaje de espermatozoides maéviles se evalud después de 1 min y 3 h de incubacion
a 37° C. En el experimento 2, se congelaron los espermatozoides de 3 toros Holstein en citrato de
yema de huevo y un diluyente de leche entera sin calentar usando una técnica de eyaculacién
dividida. Se descongelaron las pajitas y se evalu6 la motilidad como en el experimento 1. Las
tasas de concepcidn (n = 475) se compararon en un solo rebafio de vacas Holstein después de

descongelar las pajillas en agua a 35 ° C durante 45 segundos después de descongelarlas con aire
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limpiando las pajillas con una toalla de papel al sacarlas del recipiente de almacenamiento y
colocarlas directamente en el recipiente. Pistola de inseminacién. En cada experimento, las
interacciones entre el método de descongelacion y el padre, el tipo de extensor 0 ambos,
indicaron que se pueden crear condiciones que faciliten la tolerancia de los espermatozoides a los
procedimientos de descongelacion con aire. Cuando se detect6 un efecto significativo del método
de descongelacion en cualquiera de los experimentos, el descongelamiento por aire se asocio
consistentemente con la menor medida de la motilidad del esperma, la concepcion o ambas. En
conclusion, aungue algunas combinaciones de padre x extensor parecen ser tolerantes a los
procedimientos de descongelacion por aire, otras combinaciones son mas sensibles, lo que
resulta en una reduccion de la supervivencia de los espermatozoides después del

descongelamiento, las tasas de concepcidon de las vacas o ambos.

DETERMINACION DE COEFICIENTES DE TRANSFERENCIA DE CALOR DE
ABIERTO Y CERRADO CRYOTOP ® SISTEMAS BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE

CALENTAMIENTO

Autores: Santos, M. V; Sansinena, M; Chirife, J; Zaritzky, N.

El calentamiento de muestras crioconservadas soportadas por dispositivos de pequefio
volumen esta gobernado por fendmenos de transferencia de calor que se describen
matematicamente mediante la solucién de las ecuaciones diferenciales parciales de conduccion
de calor transitoria; el coeficiente de transferencia de calor por conveccion (h) es un parametro
importante involucrado en la condicion de frontera que esta relacionada con el comportamiento
dindmico del fluido en el dispositivo de interfaz-fluido de calentamiento (agua, solucién de

sacarosa o aire). Desafortunadamente, los valores de h para dispositivos de pequefio volumen (es
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decir Cryotop®) no se han determinado experimentalmente. Ademas, los coeficientes de
transferencia de calor durante el calentamiento de Cryotop® no se puede obtener a traves de
correlaciones adimensionales clasicas expresadas en términos de niumeros de Nusselt vs.

Reynolds y Prandtl que estan disponibles para geometrias regulares y materiales individuales.

El propdsito del presente trabajo es determinar los coeficientes de transferencia de calor
por conveccidn (h) resolviendo numéricamente la ecuacion de transferencia de calor aplicando el
método de elementos finitos. Las simulaciones numéricas permitieron predecir los historiales de
tiempo-temperatura y las tasas de calentamiento bajo diferentes protocolos en el sistema
Cryotop® que se compararon con las tasas de calentamiento de la literatura informadas para este
dispositivo. Los valores de h se calcularon considerando la estructura heterogenea del dominio
(microgotas, soporte pléastico) y la geometria tridimensional irregular. Las condiciones de
calentamiento analizadas fueron: a) sistema abierto en contacto con aire y solucién de sacarosa a
23 ° C) y b) sistema cerrado en contacto con aire y agua a 23 ° C. Los valores h del Cryotop®
sistema abierto sumergido en solucién de sacarosa (23 ° C), que segun la literatura lograron una
supervivencia del orden del 80%, estan en el rango de 1800-2200 W / m 2 K. Los valores de h
obtenidos en este trabajo para condiciones de calentamiento son parametros criticos para los

criobidlogos al estudiar la tasa de transferencia de calor en este dispositivo de pequefio volumen.

2.2. Marco Tebrico

2.2.1. Contexto General de la Produccion Bovina en Colombia

Gracias a su ubicacion geografica, Colombia cuenta con gran variedad de pisos térmicos
que van desde el nivel del mar hasta regiones de paramo, esto permite la explotacion de
diferentes razas bovinas productoras de carne, leche y doble propésito. La poblacion bovina en el

pais esta distribuida en 633.408 predios y totaliza 27.973.390 animales, lo cual representa una
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reduccién de un 3,4%, respecto a 2020. Al igual que el afio anterior, el 68,2% del total de ganado
bovino se concentra en los mismos diez departamentos, Antioquia (11,3%), Meta (7,7%),
Cordoba (7,6%), Casanare (7,5%), Caqueta (7,4%), Santander (5,9%), Cesar (5,5%), Magdalena

(5,3%), Cundinamarca (5,2%), y Bolivar (4,9%).

El nimero de predios a nivel nacional se redujo en 1,0%, respecto al total de predios del afio
anterior, y es consistente con la reduccion en el nimero total de cabezas de ganado bovino. De
los 633.408 predios en el pais, el 70,0% se concentra en diez departamentos del pais de Boyaca
(14,0%), Cundinamarca (13,1%), Antioquia (10,4%), Narifio (7,3%), Santander (6,7%), Cdrdoba

(5,0%), Tolima (3,9%), Cauca (3,4%), Norte de Santander (3,1%) y Bolivar (3,1%) (ICA, 2021).

Figura 1 Mapa de distribucion de predios bovinos 2021

Nota: Adaptado de mapa de distribucion de predios bovinos 2021[Fotografia], por Instituto

Colombiano Agropecuario, 2018,



21

(https://www.ica.gov.co/areas/pecuaria/servicios/epidemiologia-veterinaria/censos-2016/censo-

2018/mapa-no-predios-bovinos-2021.aspx).

La ganaderia bovina, caracterizado por la generacion de empleo e impulso al desarrollo
social y con una representativa contribucion al Producto Interno Bruto —PIB- nacional y
agropecuario, carece de politicas agrarias claras y precisas, que busquen orientar el adecuado
desempefio de la ganaderia, dentro del marco de la sustentabilidad econémica y de la
sostenibilidad ambiental. De igual forma, la actividad se ha caracterizado por un manejo
empirico en el campo de la tecnologia, el manejo ambiental, la administracion empresarial, la
evaluacion econdmica y el encadenamiento con otros sectores productivos y con los
consumidores. Esto no ha permitido impulsar los cambios que requiere el sistema ganadero para
Ilegar a ser competitivo y poder enfrentar las actuales y venideras relaciones en el contexto

nacional e internacional (Mahecha et al., 2002)

2.2.2. Evaluacion de Calidad Seminal
Los analisis para evaluar la calidad seminal deben realizarse a todos los machos que se
tengan como reproductores, ya que con este estudio se concluyen parametros importantes sobre

la integridad funcional de espermatozoides (Lossada, 2013).
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2.2.2.1. Concentracion Espermatica. Entodo estudio seminal se comienza con el recuento de
espermatozoides, dicho proceso se conoce como la evaluacion de concentracion espermatica, en
ella se determina el nimero de células reproductivas masculinas por mililitro de eyaculado,
puede calcularse por varios métodos a partir de una muestra de semen, entre estos métodos
destaca la espectrofotometria, Asi mismo, es un método indirecto, capaz de medir la luz
monocromatica absorbida por las particulas en suspension, que este caso son los
espermatozoides (Rodriguez, 2020).

La mayoria de los toros y los de menor talla producen menores volimenes de semen, la
mayoria de toros proporcionan promedios de 5 cc por eyaculado, pero la medida depende de las
caracteristicas del método de colecta, frecuencia de extraccion, cantidad de secrecion de las
glandulas, tiempo de estimulo, estado de salud del toro. Teniendo en cuenta que un toro mayor
de 2 afios debe tener un eyaculado de no menos de 4ml. El volumen puede variar entre 2 y 12ml.
El toro eyacula entre 4 a 10 ml de semen con 800 a 2500 millones de espermatozoides por

mililitro (Espinosa, 2012).

2.2.2.2. Motilidad Espermética. La motilidad espermaética es otro parametro
fundamental para valorar la calidad del eyaculado, consiste en evaluar el movimiento y avance
que tienen los espermatozoides dentro de la muestra a analizar, ademas se clasifican segun su
progresividad en moviles progresivos, moviles no progresivos, y estaticos. A su vez, se valora la
velocidad de movimiento entre rapidos, medios, lentos y estaticos, se concluye por el estudio
porcentual que proyecta el sistema de analisis computarizado (Lossada, 2013).

Entre los principales factores que afectan el resultado final estan la temperatura del
semen, el volumen analizado, el tipo de camara utilizada, el tiempo que oscila entre la recogida y

el analisis, la concentracion espermatica de la muestra, el diluyente utilizado, posibles patologias
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presentes, el tipo de objetivo utilizados y la iluminacion del microscopio, los valores de

configuracion asociados al CASA y el area de las particulas analizadas (Verstegen et al., 2002).

2.2.2.3. Vitalidad Espermatica. La viabilidad espermética depende, entre otros
factores, de la edad del reproductor, su estado nutricional, la presencia de enfermedades
subyacentes, la temperatura ambiental, la estacion del afio en la que se realiza la extraccion
seminal y la frecuencia con la que se lleva a cabo dicha extraccion (Fischman et al.,2007).

El estado de la membrana espermética marca la integridad morfol6gica y funcional de la
célulay es uno de los pardmetros més investigados. Ademas, son humerosos los trabajos de
investigacion que determinan las diferencias entre los espermatozoides viables y no viables
dentro de un eyaculado utilizando esta tincion (Eosina-Nigrosina), conjuntamente con otras
técnicas donde los espermatozoides sin tincidn estan vivos y el espermatozoide con la integridad
de la membrana dafiada (muerto), se observa de color rosado oscuro. (Zhu & Liu, 2000;

Tsakmakidis et al., 2010).

2.2.2.4. Morfologia Espermatica. Es una herramienta potencialmente valorable para
medir las variaciones celulares que influyen en el éxito del semen (Alm et al., 2006; Tsakmakidis
et al., 2010). Ya que, pueden presentarse anormalidades morfoldgicas; acrosoma hinchado,
cabezas estrechas, microcefalicas y macroceféalicas, consideradas anormalidades primarias. De
igual manera, las anormalidades secundarias; cabeza desprendida, cola doblada, gota
citoplasmatica distal, se encuentran, sobre todo, en los casos de perturbaciones bioquimicas del
plasma seminal.

A su vez, la produccion de espermatozoides anormales puede deberse a la edad,

problemas nutricionales, enfermedades, factores ambientales (calor, heridas por traumatismos,
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sustancias toxicas, cambio de ambiente), como por razones, hormonales o genéticas (Paez Baron

& Corredor Camargo, 2014).

2.2.3. Criopreservacion

Los primeros pasos para la criopreservacion de espermatozoides de mamiferos surgieron
en el siglo XVIII'y XIX (Yeste, 2016) no obstante, esta tecnologia se desarroll6 durante el siglo
XX, con el uso de glicerol como agente crioprotector en donde el investigador ruso Ivanov logro
inseminar alrededor de 500 yeguas. En 1913, lvanov descubri6 un carnero muerto en la nieve, el
semen en estado de congelacién contenia espermatozoides vivos y con capacidad fecundante,
desde entonces se inicié la busqueda de un método que permitiera mantener el esperma vivo por
mas tiempo (Grof3feld et al., 2008; Diaz y Lépez, 2018). La criopreservacion de semen de
bovinos se ha implementado desde finales de la década de los afios cincuenta (Rosenwaks et al.,
2014), y desde entonces se han ido modificando los protocolos de crioconservacion con diversos
criopreservantes, temperaturas de congelacion y diferentes métodos de descongelacion
(Chatterjee & Gagnon, 2001), para optimizar todo el proceso y obtener mejores resultados en

calidad y cinética espermatica (Muifio Otero, 2008).

En la actualidad, se han mejorado las técnicas de criopreservacion para el
almacenamiento criogénico, ampliando la capacidad de almacenar semen de otras especies y una
variedad de otros tejidos (Gao & Critser, 2000), por tanto, la disponibilidad de la

criopreservacion se vuelve practicamente ilimitada (Sathe & Shipley, 2014)

La respuesta de los espermatozoides a la congelacién varia segun la especie, siendo el
semen bovino uno de los mas criotolerantes dentro de las especies domésticas a este proceso

(Montoya-Péez et al., 2020). Los principales cambios que ocurren durante el almacenamiento
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incluyen la reduccion de la motilidad e integridad morfoldgica del espermatozoide (Dalmazzo

Henriquez, 2008). Esto implica que, durante el proceso de crioconservacion, los espermatozoides
se someten a esfuerzos osmaticos, térmicos y mecanicos, en las etapas de dilucion, enfriamiento,
equilibrio, congelacion y descongelacion (Andrabi, 2009; Comizzoli & Wildt, 2013; Dolezalova

etal., 2017)

La criopreservacion causa dafios en los espermatozoides como la ruptura irreversible de
la membrana plasmatica, estrés oxidativo (Ahmed et al., 2019), desnaturalizacién y perdida de
proteinas y enzimas, dafio del ADN, disminucién de la vitalidad y funcionamiento de los
espermatozoides sobrevivientes al dafio criogénico, dafios que pueden ser subletales y / o letales
(Varghese et al., 2016; Olszewska-Slonina, 2013). El estrés oxidativo se crea cuando la
generacion celular de radicales libres de oxigeno (ROS) supera estas defensas antioxidantes con
dafio oxidativo irreversible (Thomson et al., 2009), lo que deteriora la integridad del ADN en el

nacleo y la funcionalidad de los espermatozoides (Gibb & Aitken, 2016).

Este proceso induce a la criocapacitacion de los espermatozoides con la reaccién anormal
del acrosoma, lo que comprometeria severamente el potencial de fertilizacion de los
espermatozoides (Varner & Johnson, 2007), esto podria ver reflejado en la practica de la

inseminacién con afeccidn en las tasas de fertilidad (Quispe, 2018).

Los espermatozoides estan rodeados por una sola membrana plasmatica, y en su interior
hay otras membranas que separan diversos organulos de los espermatozoides, incluyendo las
mitocondrias (Tapia et al., 2012). Los lipidos de la membrana, como los glicerofosfolipidos
(GPL), son muy diversos en diferentes regiones de la membrana y sufren cambios durante la

maduracion de los espermatozoides, también funcionan como un sistema de almacenamiento de
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energia (Oresti et al., 2015). En el esperma, los GPL y la esfingomielina se caracterizan por la
presencia de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga y muy larga (alrededor del
30% de los acidos grasos son AGPI), que son sensibles al proceso de congelacion (Ferreira et al.,

2018).

El éxito de la criopreservacion del semen depende del mantenimiento de la capacidad de
fecundacidn, que esta determinada por la conservacion de la movilidad del esperma, la integridad
y las funciones de las membranas del esperma (Wolkers & Oldenhof, 2015), en el cual la
movilidad de los espermatozoides proporciona informacién sobre las fuentes de energia de los
espermatozoides (Biniova et al., 2018). En una investigacion reciente, Treulen et al. (2018)
indica que los espermatozoides descongelados desencadenan en una transicion de membrana
mitocondrial asociado con un aumento de calcio intracelular y la disipacion del potencial de
membrana mitocondrial (A¥m), disminucion de los niveles de ATP y ROS y deterioro de la

integridad de la membrana plasmatica.

2.2.4. Crioprotectores

El metabolismo celular se reduce cuando las temperaturas son bajas y esto hace posible la
preservacion a largo plazo de células germinales, embriones y tejidos, para esto, las células
deben deshidratarse previamente lo suficiente, lo que normalmente requiere la accion de agentes
crioprotectores (CPA) (Gao & Critser, 2000), que protegen a las células de la formacion de hielo
intracelular, los CPA deben ser capaces de penetrar en las células, ser solubles y tener una baja
toxicidad (Wolkers & Oldenhof, 2015); sirven de tampon para ajustar los cambios de pH, el cual
debe encontrarse en un nivel 6ptimo para el espermatozoide siendo este cercano a la neutralidad

(6.9y 7.1) (Agredo Palechor, 2015).
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Los crioprotectores pueden clasificarse en dos grupos, los primarios también Ilamados
penetrantes, intracelulares o permeables, que son sustancias de bajo peso molecular (32 a 212
Daltons), generalmente alcoholes, como el glicerol, dimetilsulfoxido, etilenglicol, etc. Esto
crioprotectores se introducen a la célula de forma uniforme, provocando la deshidratacion celular
por sustitucion del agua intracelular, evitando asi el incremento de la concentracion de solutos ya
que reemplaza osmoticamente al agua. Otra caracteristica importante es que disminuyen el punto
de congelacidn del agua; esta caracteristica los hace mas efectivo cuando se utilizan bajas tasas
de enfriamiento, ya que, de esta forma, ayudan a disminuir la formacion de cristales de hielo.

(Dalmazzo Henriquez, 2008).

Los crioprotectores secundarios, igualmente conocidos como no penetrantes,
extracelulares o no permeables, tienen un alto peso molecular, son proteinas que se encuentran
en la yema de huevo, azlcares en la leche, polivinilpirrolidona, glucosa, fructosa, ficol, dextrano,
sorbitol, sacarosa, lactosa, trehalosa, rafinosa y otros aztcares. Son mas eficaces en caso de
enfriamiento rapido, estos compuestos contribuyen a la extraccion de agua intracelular utilizando
la diferencia de presion osmotica, sin penetrar en la célula, evitando la formacion de grandes
cristales de hielo intracelularmente (Singh et al., 2018), Ademads, no atenuan el “efecto de
solucion” de la alta concentracion intracelular de solutos, por lo tanto, son mas efectivos en
congelaciones rapidas (Ugarelli et al., 2017). En la mayoria de los casos, los medios de

congelacién contienen ambos agentes crioprotectores (Benson et al., 2012).

Los criprotectores mas utilizados para la congelacion de semen de bovino son el glicerol
y la yema de huevo (Montoya-Péez et al., 2020; Rd&monez et al., 2017). El glicerol es un
polihidroxilado, formador de enlaces de hidrogeno con el agua (H20), penetra a través de la

membrana celular y no es tdxico durante la exposicién celular en concentraciones bajasde 1 a5
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mol/L (menos del 4%) (Ramonez et al., 2017). Por lo general, los CPA se aplican cerca de la
congelacién, un punto en el que la actividad metabdlica es muy baja y menos toxica (Rosenwaks
et al., 2014), por lo que, antes de la congelacién en lo que respecta al equilibrio, denominado
tiempo de "equilibrio de glicerol”, los espermatozoides interacttan con el glicerol teniendo un
primer ajuste del volumen celular por la salida del agua, seguido por la penetracion lenta del
glicerol retornando el volumen celular normal (Shah et al., 2016). En este punto el glicerol
fisiolégicamente reemplaza el agua intracelular necesaria para el mantenimiento del volumen
celular, tiene interaccion con iones y macromoléculas y causa una disminucion de las
concentraciones de electrolitos, de esta manera se reduce el punto de congelacion del agua, de

modo que se produzca una menor cantidad de hielo a temperaturas bajas (Andrabi, 2009).

Cuando la temperatura desciende por debajo de 0°C sin la presencia de crioprotectores,
los fluidos acuosos celulares se enfrian excesivamente, un estado inestable que posteriormente
termina con el rapido crecimiento de cristales de hielo en forma de ndcleos en el espacio
extracelular, posteriormente se forman cristales de hielo en el espacio intracelular (Rosenwaks et
al., 2014). Los CPA evitan la formacion excesiva de cristales de hielo intracelular que no sélo
depende de la velocidad de enfriamiento y la temperatura, sino también de concentracion de

CPA (Yeste, 2016).

La yema de huevo contiene un componente activo lipoproteico de baja densidad (LDL)
que recubre la superficie del espermatozoide durante la congelacion y la descongelacion,
bloqueando la entrada de los iones de calcio a la célula. Protege a los espermatozoides contra el
shock frio (factor de resistencia), ademas confiere proteccién en la congelacién y la
descongelacion manteniendo la viabilidad espermaética (factor de almacenamiento) (Carpio, S.,

2015).
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2.2.5. Fundamentos del Dafio Criogéenico Durante la Congelacion y Descongelacion

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a varios
ciclos de deshidratacion e hidratacion lo que resulta en cambios significativos de volumen
(Escudero, 2015). Los cambios de volumen son sélo uno de los tantos factores de stress
espermatico durante el proceso de criopreservacion. Otros estan representados por los cambios
de temperatura, el estrés tdxico producido por la exposicion a los crioprotectores, la formacion y

disolucién de hielo, asi como los cambios de osmolalidad en el ambiente extracelular.

Previo a la congelacion el esperma es sometido a un proceso de enfriamiento, con una
disminucion de la temperatura desde la temperatura corporal hasta 5°C, que es donde se puede
presentar el choque de frio, esto implica dafio de las membranas celulares y alteracion de la
funcion metabdlica (Muifio Otero, 2008), probablemente causada por cambios en la disposicion
de los componentes de la membrana que afectan a la actividad de las proteinas, lo que provoca
una alteracion general de la permeabilidad de la membrana al agua y a los solutos. Este efecto se
puede prevenir controlando la velocidad de enfriamiento y afiadiendo compuestos protectores a

los diluyentes del semen (Medeiros et al., 2002).

El mayor problema son los dafios causados por las bajas temperaturas, relacionados con
el cambio de fase del agua intracelular y extracelular, cuando la temperatura desciende por
debajo del punto de congelacion extracelular con la formacion de micro cristales de hielo

(Wolkers & Oldenhof, 2015).

A los -5°C, las células y el medio extracelular permanecen sobre enfriados, mientras que a
temperaturas que oscilan entre los -5°C y los -15°C se forma el hielo en el medio circundante,

sin embargo el contenido intracelular se mantiene descongelado y subenfriado (Gao & Critser,
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2000). La letalidad se produce en un rango de temperaturas intermedias de -15°C a -60°C

(Grofifeld et al., 2008).

El agua va hacia el exterior de la célula porque el potencial quimico del agua es atraido
por el estado congelado (extracelular), y dependiendo de la velocidad de enfriamiento se puede
dar mayor o menor formacion de cristales de hielo en el interior de la célula (Ugarelli et al.,

2017), lo mismo ocurre en la descongelacion pero a la inversa (Muifio Otero, 2008).

Enfriamiento

Tasa alta
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22°C
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Cristales de hielo >

Figura 2 Tasas de enfriamiento y eventos fisicos durante la congelacién

Fuente. Yeste, (2016).

En la Figura 2. Cuando la temperatura desciende a -5°C, empieza la formacion de hielo
extracelular con la salida del agua de la célula, si las tasas de enfriamiento continuo son muy
rapidas, el agua no fluye fuera de la célula en grandes cantidades y se forman cristales de hielo
en el interior de la célula (Muldrew & McGann, 1994). Si las tasas de enfriamiento son lentas y
prolongadas, el agua intracelular sale y las células se deshidratan demasiado, entonces las tasas

de enfriamiento Optimas son aquellas que mantienen un equilibrio para evitar la formacion de
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hielo intracelular y minimizar las lesiones por la concentracion de solutos y de volumen celular,

el hielo extracelular resulta menos dafiino que el intracelular (Yeste, 2016).

Cuando se deshidratan demasiado, el estrés hipertonico resultante puede cambiar el
equilibrio electrolitico, y esto puede influir posteriormente en la descongelacién, provocando que
las células se hinchen mas all& de su volumen isotonico normal y su posterior lisis (Gao &

Critser, 2000).

Es posible predecir el efecto de la tasa de enfriamiento sobre la supervivencia celular, por
lo que la tasa 6ptima debe buscar un equilibrio entre el riesgo de congelacion intracelular y los
efectos de los solutos concentrados (Pegg, 2015). No obstante, el hielo extracelular no siempre es
seguro, por lo que es necesario no solo asegurar la supervivencia celular sino también evitar
dafos de la estructura extracelular (Wolkers & Oldenhof, 2015). Cuando la tasa de congelacion
se encuentra dentro de los valores requeridos (50-100°C/min), se reduce la deshidratacion
intracelular y las concentraciones de solutos intracelulares, como también la contraccion de las

células (Shah et al., 2016).

Un enfriamiento mas rapido no creara inconvenientes con un sistema adecuado de
amortiguacion del semen (CPA)(Gao & Critser, 2000). Se ha comprobado que la reduccion de la
temperatura del semen del toro desde la temperatura corporal hasta los 5°C a una velocidad de -
10°C/h tiene efectos perjudiciales minimos (Fuller & Paynter, 2004). En la actualidad para
pajillas de 0,25 ml congeladas en vapores de nitrogeno liquido, la velocidad de descenso térmico
normalmente es de -5°C/min desde los +5°C hasta los - 10°C; de -40°C/min desde los -10°C hasta
los -100°C; y de -20°C/min desde los -100°C hasta los -140°C. Esta curva de congelacién rapida

intenta minimizar los dafios que implica la congelacion (Wolkers & Oldenhof, 2015). Con una
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adecuada criopreservacion se pueden obtener altas tasas de viabilidad y movilidad espermatica

para una fertilizacion exitosa (Lyashenko, 2015).

En el semen, a pesar de que una gran proporcion (40 — 60 %) de espermatozoides de
carnero preservan su motilidad después de la congelacion — descongelacion, sélo un 20 — 30 %
permanece fisiolégicamente sin dafio. Un espermatozoide puede presentar motilidad, aunque este

dafiado, siendo improbable que penetre el gameto femenino y que ademas lo fecunde.

2.2.6. Efectos causados por la Criopreservacion

La formacidn de hielo intracelular origina ruptura de ciertas estructuras celulares ademas
de desorganizacion de la membrana plasmatica y acrosomal, con alteracion en la fase lipidica y
desplazamiento de las proteinas intrinsecas. La concentracion de solutos produce la
desnaturalizacion de los componentes de la membrana plasmatica y deshidratacion celular
disminuyendo su volumen hasta un minimo donde se compromete la integridad estructural de la

célula (Watson & Duncan, 1988).

Otra alteracion observada en los espermatozoides sobrevivientes a estos procesos es el
aumento del calcio libre intracelular. También se ha demostrado que estos procesos inducen a un
cierto grado de estrés oxidativo por parte del espermatozoide, provocando efectos toxicos sobre
ellos que a la larga comprometen su funcionalidad. Las mitocondrias también son vulnerables al
dafio criogénico y, en el peor de los casos, el nlcleo puede verse afectado. Por lo tanto, podemos
concluir que la formacion de cristales de hielo y el efecto solucion son los principales factores
implicados en el dafio celular por lo que el objetivo es tratar de reducirlos y contrarrestar sus

efectos (Dalmazzo Henriquez, 2008; Yeste, 2016).
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2.2.6.1. EfectosdelaCriopreservacionsobre laMovilidad. Lasalteraciones de lamovilidad debidas
a la crioconservacion se refieren a subpoblaciones de espermatozoides moviles, donde la
movilidad muestra un alto grado de variabilidad biol6gica, considerada en algunos casos como
un dato justo de la fertilidad (Khalil et al., 2018). Sin embargo, en bovinos y ovinos hay una
amplia variacion, (alrededor del 20%) en el porcentaje de movilidad posterior al deshielo que no
se correlaciona con la fertilidad. Por lo tanto, es importante utilizar pruebas mas eficientes para
una mejor evaluacién (Khalil et al., 2018).

En la produccion comercial de semen bovino congelado, el nimero minimo de
espermatozoides por pajuela necesario para obtener la maxima fertilidad in vivo se ha
establecido en 15 millones, con al menos el 50% de movilidad progresiva postdescongelacion

(Muifio, 2008).

2.2.6.2. Efectos de la Criopreservacion sobre la Viabilidad. La estructura 'y
composicion de las membranas plasmaticas determinan los principales eventos celulares que
tienen lugar durante los procesos de criopreservacion, su comportamiento durante la congelacion
y descongelacidon definira los indices de supervivencia de la célula congelada. Los periodos
criticos para la sobrevida celular durante la criopreservacion son: la fase inicial del
congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisiologicas (Valdez, 2013).

La membrana plasmatica semipermeable, envuelve todo el espermatozoide y esta
compuesta por una amplia variedad de lipidos, proteinas y carbohidratos. Esta estructura es vital
para la regulacion de las funciones de los espermatozoides al establecer gradientes ionicos,
facilitar la entrada citosélica de moléculas méas grandes, ademas esta involucrada en eventos de
sefializacion celular (Varner & Johnson, 2007), y el intercambio idnico de sodio, potasio y calcio

que regula la movilidad y las funciones mitocondriales, respectivamente (Wolkers & Oldenhof,
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2015). La membrana plasmatica posee receptores que median la union y fusion de la zona
espermatica, como PH-20 (Khalil et al., 2018), citocromo P450 y otros receptores que regulan

la capacitacion espermatica (Martinez-Soto et al., 2011).

Una prueba sencilla como la prueba de HOST permite evaluar la integridad de la
membrana, donde la semipermeabilidad de las membranas plasmaticas intactas y
biogquimicamente activas de los espermatozoides vivos permiten el ingreso de agua cuando son
expuestas a una solucion hipoosmética que provoca cambios morfoldgicos apreciables (Rubio-
Guillén et al., 2009). Esta prueba seminal se fundamenta en que el medio hipoosmético ocasiona
un desequilibrio entre los medios intracelular y extracelular, situacién que el espermatozoide
trata de compensar difundiendo agua al compartimento intracelular; considerando un aumento

del volumen celular (Sanchez y Zamora, 2016).

La membrana plasmatica contiene grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados y
tiene una capacidad antioxidante limitada, estos son sensibles a la peroxidacion lipidica producto
de reacciones quimicas consecuentes de la produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO)
(Chatterjee & Gagnon, 2001; Bollwein & Bittner, 2018). Existen numerosas consecuencias o
dafios posdescogelacion, que incluyen deterioro a la membrana, inhibicion de la respiracion y
fuga de enzimas intracelulares (GrofRfeld et al., 2008). La capacidad antioxidante y la
peroxidacion lipidica se ven afectadas por el proceso de criopreservacion, al igual que la
movilidad espermatica reducida relacionada con la lenta recuperacion antioxidante después de la

congelacién y descongelacién (Kar et al., 2015).

El estrés térmico debido al cambio de temperatura, el estrés osmotico causado por la

adicion de altas concentraciones de agentes crioprotectores y por la cristalizacion, resulta en
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desnaturalizacion de proteinas, contraccion y colapso irreversible de la membrana, siendo esta la
estructura mas afectada (Khalil et al., 2018), asi como reduccion de la movilidad e integridad
funcional espermatica (Ahmed et al., 2019). Ademas, la criopreservacion afecta la homeostasis
del calcio, la integridad del acrosoma, con trastorno de lipidos de la membrana, también hay una
interrupcion de las interacciones de lipidos y proteinas, y algunas proteinas como los canales
idnicos, se desplazan y pierden su funcion (Yeste, 2016). Esto provoca la pérdida de ATP,
proteinas y enzimas esenciales, que conducen a la reduccién de la movilidad de espermatozoides
posdescongelacion (Kumar et al., 2019). Ademas, segun Watson (2000) alrededor del 40-50% de

la poblacion no sobrevive a la criopreservacion incluso con protocolos optimizados.

Hallazgos recientes muestran que el dafio en la membrana plasmaética del esperma bovino
causado por la criopreservacion estd asociado con el aumento de calcio intracelular que conduce
a una disminucion de AYM, ATP y produccion de ERO (Treulen et al., 2018). Asimismo, el
ataque peroxidativo a los acidos grasos poliinsaturados causa dafios estructurales y funcionales,
es decir, la membrana pierde su propiedad semipermeable ya que es mas fragil, lo que conduce a
la lixiviacion de la membrana, el flujo de colesterol, el influjo de calcio, la capacitacién y los
cambios acrosémicos similares a una reaccion acrosomal que reduce la fertilidad de los

espermatozoides y la viabilidad (Kumar et al., 2019).

Los enlaces dobles de la membrana plasmatica hacen que se debilite la unién C-H en los
atomos de carbono adyacentes y facilita la extraccion de hidrogeno conduciendo al estrés
oxidativo (Aitken & Fisher, 1994). Aungue la especie reactiva de oxigeno anién superoxido (O2)
es relativamente poco reactivo, en presencia de H* se dismuta o por enzimas se cataliza en
peroxido de hidrogeno (H203), establecido como el principal iniciador del dafio peroxidativo en

la membrana plasmatica del espermatozoide (Gosalvez et al., 2017).
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Sin embargo, el H2O> y el O2- por si solos no inician la cascada de peroxidacion lipidica,
pero estos pueden formar al radical hidroxilo (OH), quien reacciona ante la presencia de metales
de transicion como el hierro y cobre y desencadenan la peroxidacion lipidica, propagandose asi

el dafio en la membrana plasmatica (Castro-Pozo, 2019).

2.2.6.3. Efectos de la Criopreservacion sobre la Morfologia Espermatica. El estudio
morfoldgico permite detectar anormalidades de la cabeza, pieza intermedia y cola, defectos
acrosomales especificos o variaciones del tamafio de las cabezas, entre otros (Stornelli y de la
Sota, 2017).

No se recomienda el uso del semen de toro con altos niveles de anormalidades
espermaticas para la inseminacion artificial porque probablemente conduciria a la subfertilidad
(Al-Makhzoomi, 2005). Existe una influencia negativa de los espermatozoides anormales y

muertos en la poblacion de espermatozoides restante (Lindemann et al., 1982).

Hay varios sistemas de clasificacion. Las anormalidades primarias son de origen
testicular o, méas especificamente, ocurren durante la espermatogénesis, mientras que las
anormalidades secundarias son de origen epididimario, estas difieren ligeramente de las

categorias mayores / menores definidas por Blom (Hopper & King, 2014).

La mayor parte de los defectos morfoldgicos son primarios y se relacionan con la
formacion de la célula espermatica en la hilera seminal. Algunos defectos de la cola (gota
citoplasmatica distal, colas dobladas) se originan en el transito espermatico por el epididimo

durante la maduracion espermatica (Stornelli y De la Sota, 2017).

Otra clasificacion es de anormalidades compensables y no compensables. Las

deficiencias seminales compensables incluyen una serie de rasgos conocidos de viabilidad y
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morfologia (incluidas cabezas y colas anormales) que impiden el acceso de los espermatozoides
al dvulo y que no pueden explicarse mediante evaluaciones convencionales (Saacke, 2008). La
idea de que otras caracteristicas del esperma sean compensables, por ejemplo, la integridad de la

membrana, el potencial de la membrana mitocondrial estad en aumento (Kastelic, 2013).

Las deficiencias en la fertilidad del esperma, se considera no compensables,
espermatozoides fecundantes morfol6gicamente normales o casi normales con cabezas deformes
presentes en eyaculados anormales, incapaces de descondensar su ADN después de la
fertilizacion (Saacke, 2008). Presentan dafio de la cromatina del esperma, del estado de la
protamina, entre otros (Kastelic, 2013). Los espermatozoides con estos defectos pueden alcanzar
el 6vulo e iniciar el proceso de fertilizacion, pero no pueden sostenerlo o dan como resultado una

mala viabilidad embrionaria (Hopper & King, 2014).

Debido a que la fertilidad del toro esta influenciada por una serie de factores, ninguna
prueba de diagnostico puede predecir con precision la fertilidad, sin embargo, puede resultar mas

informativa una combinacion adecuada de pruebas de laboratorio (Kastelic & Thundathil, 2008).

2.2.7. Descongelacion

La descongelacion es un proceso que induce lesiones en los espermatozoides producto de
la re cristalizacion y la hidratacion excesiva con cambios perjudiciales en la estructura y funcién
de los espermatozoides (Kadirvel et al., 2009; Ugarelli et al., 2017). Esto produce dafio a la
membrana del esperma y al citoplasma (Andrabi, 2009; Benson et al., 2012), en el cual el mayor
deterioro se da en la membrana plasmaética con varios grados de hinchazon, ondulacion o
pérdida, ademas de estrés oxidativo, dafio peroxidativo a la membrana plasmatica de los

espermatozoides y rotura de la cadena de ADN en el nucleo espermaético (Kadirvel et al., 2009).
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Todo esto genera deterioros en los espermatozoides que involucran el descenso de la movilidad,
pérdida de fluidez de la membrana y reaccidn acrosémica anormal, lo cual termina por
comprometer la fertilidad (Sivandzade et al, 2019), Ademas, la mayoria de los trabajos citados
por Ahmed et al. (2019), concluyeron que si la velocidad de descongelacion es rapida se obtiene

un mayor porcentaje de espermatozoides moviles y mayor integridad acrosémica.

Con la descongelacion répida los cristales de hielo no tienen tiempo para formarse y los
espermatozoides pasan directamente del estado congelado al estado liquido (EI-Ahwany et al.,
2018). De hecho, las bajas tasas de descongelacion resultan en recristalizacién, proceso de
crecimiento de cristales que es perjudicial para la célula (Ugarelli et al., 2017). El estrés
osmético se debe a las altas tasas de calentamiento, ya que los CPA no pueden salir de la célula
lo suficientemente rapido. Tal aumento osmatico en el citoplasma hace que, entre el agua, y esto

al final interrumpe la membrana plasmaética (Borah et al., 2015).

Segun Martinez-Soto et al. (2011) existe interacciones entre el método de congelacion y
la temperatura de descongelacion para muestras de semen de alta calidad inicial, entre la
congelacién rapida en vapor de nitrogeno y la descongelacion a 37°C, y la congelacion

controlada por computadora mas lenta con una descongelacion de 22°C al medio ambiente.

Hoy en dia, la mayoria de los centros de inseminacién artificial (1A) comerciales
recomiendan métodos de descongelacidn con agua caliente, para semen bovino congelado en
pajillas, donde se retira la pajilla del nitrgeno liquido y se coloca inmediatamente en agua a
33°C - 35°C durante 30 a 40 segundos (Dolezalova et al., 2017). Asi mismo, se recomienda

descongelar el semen bovino criopreservado en pajillas, independientemente del tipo de
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diluyente y la velocidad de enfriamiento, en un bafo de agua a 33°C—-35°C durante 30-40

segundos (DeJarnette & Marshall, 2005).

La dosis inseminante segln la norma 1SO 9002, debe tener un minimo de 25% de
espermatozoides con movilidad progresiva, o un minimo de 8 millones de espermatozoides con
movilidad progresiva, o 6 millones si el semen posee mas de 30% de movilidad progresiva y si la

tasa de anormalidades es inferior al 25% (Catena y Cabodevila, 1999).

Diversos estudios se han llevado a cabo para evaluar la influencia de las altas
temperaturas de descongelacion en la supervivencia y movilidad del esperma, utilizando
diferentes tasas de descongelacion. Se ha demostrado que las temperaturas de descongelacion tan
altas como 60°C a 80°C, podria mejorar aun mas la movilidad posdescongelacion (Lyashenko,

2015).

Segun Shah et al. (2016) el mejor protocolo de congelacion y descongelacion en su
experimento fue: inclusion de 4 h de tiempo de equilibrio, velocidad de congelacién rapida y la
descongelacion rapida a 70°C durante 7 segundos, en el protocolo de crioconservacion
programable, que mejoro la calidad posdescongelacién de los espermatozoides de bufalo, en el
que las altas tasas de descongelacion indistintamente de los métodos, dan mejores tasas de
movilidad y cinética espermatica, en comparacion de las temperaturas mas bajas. Sin embargo,
segln los resultados del estudio de Dolezalova et al. (2017), la descongelacion rapida con altas
temperaturas disminuyé la movilidad de los espermatozoides y las caracteristicas del semen
evaluado después de 2 horas de incubacidn, indicando que el método rapido de descongelacion

de pajillas no es el mas adecuado para la inseminacién artificial.
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Resultados similares fueron descritos por Rastegarnia et al. (2013), quienes encontraron
una mayor proporcién de movilidad progresiva y caracteristicas de movimiento de los
espermatozoides, después de la descongelacion utilizando protocolos con temperaturas mas altas.
Sin embargo, esta ventaja relativa habia desaparecido despueés de 2 horas de incubacion, en
comparacion con el método de descongelacion lenta (30°C, 50 segundos) (Dolezalova et al.,

2017).

En un estudio con semen de Yak se encontr6 que a excepcion de la movilidad después de
la descongelacion en agua a 35°C durante 60 segundos y a 37°C durante 30 segundos, la mejor
calidad seminal fue la obtenida por la descongelacién a 75°C durante 9 segundos, ademas la
descongelacion a 50°C obtuvo mejores resultados que a 70°C y a 35°C (Borah et al., 2015). Sin
embargo, el uso de una temperatura tan alta esta lejos de ser un método practico para descongelar

las pajillas, especialmente en condiciones de campo (Muifio et al., 2008).

En el experimento de Kombarova et al. (2018), los mejores resultados con esperma

bovino se lograron descongelando pajillas durante 10 segundos en agua a 38°C.

No obstante, la descongelacion se ha venido dando hasta la actualidad de una manera
convencional mediante agua a una temperatura y tiempos preestablecidos, esto ocurre
generalmente fuera del laboratorio en condiciones de campo que son muy dificiles de controlar y
garantizar, ya que las largas distancias o la no disponibilidad de agua limpia dificulta hacer un
correcto proceso de descongelacion con agua. Otra desventaja de la descongelacion con agua es
que el tapon de algodon de la pajilla explote si no se mueve esta una o dos veces antes de ponerla

en el bafio de agua caliente (Solano y Ramdnez, 2013).
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Se ha observado que el aire es un método de descongelacion factible para distintas células
y tejidos vitrificados (Wolkers & Oldenhof, 2015). La conduccion de calor por medio de aire
caliente proporciona una solucién préactica y confiable que soporta los requisitos de Buenas
Practicas de Manufactura, sin la necesidad de utilizar agua que puede resultar en una fuente

potencial de contaminacién (Cook Regentec, 2016).

Sin embargo, no hay estudios realizados sobre descongelacion de pajillas de bovino con
aire caliente. Algunos estudios han utilizado el aire para la descongelacion de pajillas en equinos
y en humanos. En sementales se ha evaluado la descongelacion con agua caliente, aire, agua
fria, y bafio de hielo, donde la descongelacion con agua caliente dio los mejores resultados

espermaticos (Mottershead, 2000).

En un estudio con semen de humanos se utilizé la descongelacion con aire de pajillas,
resultando en una mejor supervivencia espermatica a 20°C o 35°C en aire que otros métodos de
descongelacion (Mahadevan & Trounson, 1984). Sin embargo, en otro estudio en el cual
descongelaron pajillas a temperatura ambiente y luego en aire a 37°C, y en agua a 37°C, se
observo un efecto positivo de la metodologia de descongelacién con agua en los parametros
espermaticos como movimiento lineal rapido, mayor viabilidad, menos dafio en el acrosoma y

menor peroxidacion lipidica (Martinez-Soto et al., 2011).

Por ejemplo, Santos et al., (2018) midieron la transferencia de calor en sistema abierto y
cerrado de cryotop, en el cual la descongelacion con aire condujo bajas tasas de transferencia de
calor por el espesor de la tapa de plastico y el fluido externo, con una alta posibilidad de

formacion de hielo debido a la desvitrificacidn o recristalizacion a comparacion del agua, ya que
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el agua como fluido de calentamiento por inmersion permite una mayor tasa de transferencia de

calor.

En una investigacion con ovocitos de raton MII "vitrificados" informaron que la
supervivencia estd determinada principalmente por la tasa de calentamiento. La velocidad de
enfriamiento tiene poco efecto, siempre que se calienten lo mas rapido posible (alrededor de
3000°C por minuto) (Seki & Mazur, 2008). El calentamiento lento es perjudicial porque deja
tiempo para que los pequerios cristales de hielo intracelulares formados durante el enfriamiento

crezcan hasta un tamafio perjudicial durante el calentamiento (Seki & Masur, 2011).

2.3. Marco Legal
Constitucion Politica de Colombia de 1991. Articulo 65. La produccion de alimentos
gozara de la especial proteccion del Estado. Para tal efecto, se otorgara prioridad a las

actividades agricolas, pecuarias, pesqueras, forestales y agroindustriales.

Ley 29 de 1990 dicta disposiciones para el fomento de la investigacion cientifica y el
desarrollo tecnoldgico y dispone que le corresponda al Estado promover y orientar el adelanto

cientifico.

Ley 740 de 2002. Por medio se aprueba el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la

Biotecnologia del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica.

Resolucidon 020033. Por medio de la cual se establecen los requisitos sanitarios y de

bioseguridad para el registro de centrales de recoleccion e importadores de material genético.

Resolucidn 00 3650. Por medio de la cual se establecen los requisitos para el registro

como productor de material genético.
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3. Metodologia

3.1. Tipo de Investigacion
El presente estudio fue de tipo experimental cuantitativo, con el cual se evalud la
integridad funcional de los espermatozoides bovinos sometidos a dos métodos de descongelacion

con diferentes tasas de calentamiento.

3.2. Poblacion y Muestra

El tamafio de la muestra fue de 150 pajillas, las cuales tuvieron una semana de
almacenamiento, las mismas fueron procesadas bajo un protocolo estandar con el diluyente
Triladyl® + yema de huevo, con una concentracion final de 60 x 10°® espermatozoides/ml,
envasado en pajillas de 0.5 ml, con descenso gradual de temperatura durante cuatro horas,
congelacién convencional en vapores de nitrogeno liquido y almacenamiento final en un tanque

de almacenamiento seminal.

3.3. Disefio Estadistico
Consistié de un disefio de tipo factorial, donde el factor A correspondi6 al método de
descongelacion, el factor B, hizo referencia a la temperatura a descongelar y el factor C al

tiempo. Los tratamientos de descongelacion se describen en la Tabla 1.
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Tabla 1 Relacion entre factores con las pajillas almacenadas para evaluar la calidad seminal

Factor B
Factor C
Factor A Muestras
Temperatura .
descongelacio Tiempo
Modelo de o descongelacién
descongelacién
=C) (Seqg) Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RI10
36 30

I
Agua 38 30

40 30
Aire 38 27

40 28

Nota: Esta tabla muestra el tipo de disefio a implementar, en donde se evaluaron un total de 50
muestras (25 muestras con descongelacién mediante agua caliente y 25 muestras con aire

caliente) por cada parametro de calidad espermaética (movilidad, viabilidad y morfologia).

3.4. Hipdtesis
La descongelacion de semen bovino con un flujo de aire caliente permitira obtener
parametros de calidad espermatica similares o superiores a los obtenidos con la descongelacién

convencional en agua caliente.

3.5. Variables

3.5.1. Variable Independiente

La temperatura de calentamiento (36°C, 38°C y 40°C).
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3.5.2. Variables Dependientes
o Vitalidad (vivos-muertos), se evaluaron en porcentaje.
o Motilidad, se evaluaron en porcentaje

o Morfologia, se evaluaron en porcentaje

3.6. Fases de Investigacion
3.6.1. Fase Pre-experimental

3.6.1.1. Modelo de Descongelacion por Aire. Paralaelaboracion del dispositivo experimental se
requirio de:

o Secador de pelo (3 niveles de T°C, siendo el primero aire frio y 3 aire caliente)

Figura 3 Secador de cabello FKF (110-120V)

o Tubo de PVC (1,5in X 1m de largo)

o Termémetro digital (marca buzzle)
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RN

Figura 4 Termometro digital Buzzle (32°C-42,9°C)

o Cronoémetro

3.6.1.2. Toma de Temperaturay Tiempo para la Descongelacién. Para saber a que
tiempo se lleg6 a las temperaturas 36°C, 38°C y 40°C se procedi6 de la siguiente manera:
a) Como podemos observar en la llustracion 5, insertamos la boquilla del secador a
un extremo del tubo de PVC y al otro la punta del termdmetro digital a unos 12

cm aproximadamente.

Figura 5 Modelo para el descongelamiento de pajuelas

b) Para la toma del tiempo y la temperatura se tuvieron en cuenta los tres tipos de
velocidades del secador; la cual se planted de la siguiente manera:
= Se observé que luego de 25 segundos de encendido el secador con el nivel
de temperatura 1 la temperatura se mantuvo en 32°C, es aqui donde se
toma la iniciativa de luego de los 25 seg con el nivel 1 pasar al nivel 2 en
la cual evidenciamos que aumentaba la temperatura a mas de 40°C a
mayor tiempo con este nivel, de este analisis se prosiguio a experimentar

con los tiempos de este nivel; donde se obtuvo:
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Tabla 2 Tiempo y Nivel empleados para lograr las temperaturas deseadas

Nivel de T° 1 Nivel de T° 2 Temperatura °C
25 seg 1 seg 36
25 seg 2 seg 38
25 seg 3 seg 40

Nota: Esta tabla muestra el tiempo requerido con cada nivel correspondiente para lograr las
temperaturas deseadas de 36°C, 38°C y 40°C

3.6.2. Fase Experimental

3.6.2.1. Evaluacion de la Movilidad y Cinematica de los Espermatozoides. Este analisis
computarizado se realizé exclusivamente a las muestras de semen refrigerado. Ademas, para
evaluar las muestras se utilizé el (Computer Assisted Motility Analysis, SCA®) CASA a través
del (Sistema Integral de Analisis de Semen) ISAS® (Broekhuijse et al., 2011). Para tal fin, se
colocé una alicuota de semen de 5uL, en la SpermTrack®, para luego ser llevada al microscopio
de contraste de fases a 200X de aumento y analizada utilizando el software en el médulo de
motilidad mencionado, conectado a un procesador Intel Core 15, la intensidad de la fuente de
iluminacién y el desplazamiento de la cAmara seré igual para todas las muestras (Ruiz et al.,

2015).
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3.6.2.2. Evaluacion de la Vitalidad Espermatica. La vitalidad espermatica se valord
mediante la prueba de eosina-nigrosina modificada, en el semen fresco y congelado (Brito et al.,
2011).

En la cual se adiciono en una lamina de portaobjetos una alicuota de 10 uL. de semen y 10
uL del colorante eosina-nigrosina, el cual se homogenizo suavemente y se hizo frotis, dejando
secar por 30 minutos. Las muestras se evaluaron en el microscopio con el objetivo de inmersién
de 100X, cuantificando un total de 100 espermatozoides para la evaluacion de la vitalidad
espermatica; En donde se tuvo presente que los espermatozoides con la integridad de la
membrana dafiada (muerto), se observara de color rosado oscuro, por el contrario, en los
espermatozoides vivos, se evidenciara de color blanco (no tefiidos) (Zhu & Liu, 2000;

Tsakmakidis et al., 2010). Los resultados son expresados en porcentaje (%).

3.6.2.3. Evaluacion de la Morfologia Espermatica. La integridad funcional de la
membrana celular de los espermatozoides se justiprecié mediante la prueba de hinchazon
hipoosmética (HOST) (Pfinosilova et al., 2014; Khalil et al., 2019).

Bajo la metodologia de Quintero-Moreno et al., (2003): se manej6 una solucion con una
osmolaridad de 154 mOsnm/mL. Las muestras criopreservadas, se prepararon en viales de 2 mL
por muestra seminal. Se vertid en cada uno de los viales, 100 pL de la solucion HOST (154
mOsm) y 10 pL del semen y se mantiene por 30 min a bafio Maria a 37°C, 38°C y 40°C. Al
término del tiempo, se llevéd 10 pl de la solucion (semen + medio) y se realizaron los extendidos

a los portaobjetos.

Una vez, listas las muestras (secas Y fijadas) se tifieron con la tincion Diff-Quick. Las
muestras se evaluaron en el microscopio 6ptico con el objetivo de inmersion de 100X. Se

contaron un aproximado de 100 espermatozoides por muestra, observando la reaccién de los
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mismos, los cuales fueron clasificados segun su apariencia en: normales y los que presentan

morfoanomalias.

Las morfoanomalias a tener en cuenta para el analisis partieron las de tipo primarias:
defectos de cabeza (tamafio y apariencia) y secundarias: solo cabeza y solo cola. El resultado
final se expresé en porcentaje e indica la proporcion de malformaciones, aceptdndose no mas del

25%. (Quispe, 2018).

3.6.2.4. Analisis Estadistico. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza,
considerando un experimento factorial, donde el factor A es el método de descongelacion vy el
factor B los tres niveles de temperatura: 36°C, 38°C y 40°C, las pajillas se tomaron como
unidad experimental. Cuando P< 0.05, Tukey se compararon las medias. Segun resultados, se

tendra en cuenta un analisis de medidas repetidas. Se utilizé el software InfoStat.



4. Resultados y Discusiones

4.1. Efecto sobre la Movilidad y Cinematica Espermatica
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En el presente estudio los resultados de calidad posdescongelacion de toro fueron

variables. Los resultados de los parametros cinéticos y de movilidad espermatica en la Tabla 3.

Tabla 3 Efecto del protocolo de descongelacion sobre la movilidad y cinematica espermatica

MT

MP

VCL

VSL

VAP

ALH

BCF

MT= movilidad total (%); MP= movilidad progresiva (%); VCL= velocidad curvilinea

36°C

65,60 + 1,24
(3,21%) °

35,23+ 1,12
(9,11%) @

40,41 + 0,97
(2,72%) 2

26,8 + 3,55
(38,43%) @

33,39 + 2,53
(21,74%)

1,85+ 0,23
(22,16%) ®

6,2 +1,04
(59,19%) @

Agua
38°C

70,24 + 1,10
(5,2%)

35,2 + 1,00
(8,75%) @

41,75 + 0,87
(2,72%) 2

21,95 + 3,18
(55,76%) @

30,24 +2,26
(26,32%) ?

2,07+0,2
(22,71%) @

6,05 + 0,93
(26,61%) @

40°C

69,11 + 1,24
(1,84%)

33,71 +1,12
(9,52%) @

39,79 +0,97
(3,34%) ?

15,70 + 3,55
(56,69%) 2

23,16 £ 2,53
(31,13%) @

1,9+ 0,23
(16,329%) ?

5,53 + 1,04
(60,22%) 2

36°C

50,65 * 1,32
(13,88%) ¢

20,81 +1,20
(17,02%) ©

34,23 + 1,04
(18,67%) °

17,9+38
(60,73%) 2

2376 +27
(40,28%) ?

1,9+0,24
(32,11%) @

587+ 1,11
(53,32%) 2

Aire
38°C

56,14 + 1,16
(4,83%)

27,92 + 1,06
(11,57%) °

37,92 £ 0,92
(5,72%)

27,04 + 3,35
(30,62%) @

28,11 + 2,38
(13,55%) @

2,09 +0,21
(53,59%) @

4,63 + 0,98
(65,23%) @

(um/seg); VAP= velocidad media (um/seg); VSL= velocidad lineal (um/seg); ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza (um). BCF': frecuencia de entrecruzamiento (Hz). Los

resultados se expresan como media * error estandar. Letras diferentes en la misma fila denotan
diferencia estadistica significativas (p<0.05).

40°C

59,16 + 1,32
(1,88%) °©

31,77 +1.20
(7,68%)

40,53 + 1,04
(2,66%)

25,76 + 3,8
(33,19%) @

31,80 £ 2,7
(19,25%) @

1,79 + 0,24
(27,37%) @

4,87 +1,11
(54,21%) @

Los tratamientos con agua estuvieron similares para los parametros MP, VCL, VSL,

VAP, ALH y BCF, debido que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Con

la metodologia de aire se encontraron resultados superiores entre los tratamientos 38°C y 40°C
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para el parametro MT (56, 14 + 1,16% y 59,16 + 1,32%); sin embargo, para los parametros VSL,
VAP, ALH y BCF no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres

tratamientos.

Para la investigacion los indicadores MT, MP y BCF, se consideraron como indicadores
de fertilidad (Hernandez-Corredor et al., 2020), mientras que VCL se asoci6 con una baja

fertilidad al ser un indicador de hiperactividad (Nongbua et al., 2018).

Los valores de MP del presente estudio a excepcion de aire 36°C (20,81 +1,20%) y 38°C
(27,92 + 1,06%) estan dentro de las recomendaciones de la norma ISO 9002, que establecen que
la dosis inseminante debe tener un minimo de 8 millones de espermatozoides con motilidad
progresiva. Este niUmero puede reducirse a 6 millones si el semen posee mas de 30% de
espermatozoides con motilidad progresiva y si la tasa de anormalidades es inferior al 25%

(Benavides Torres, 2008).

En los valores de la velocidad (VCL, VAP, VSL) son medidos en unidades de distancia
um/seg, donde el VSL es siempre el valor de velocidad més bajo para cualquier espermatozoide,
y es muy similar al valor de VAP (Mortimer, 2000). En el ganado bovino, el aumento de VCL y
ALH es indicativo de hiperactividad, que puede no ser deseable para inseminacion, pero podria
ser aceptable para FIV, la disminucién de ALH y VCL, podrian ser beneficiosas en muestras de
esperma para IA, mientras que la disminucién de VAP podria ser perjudicial para la fertilidad
(Hernandez-Corredor et al., 2013). Se acepta universalmente como caracteristicas distintivas de
los espermatozoides hiperactivos valores de VCL superior a 70 um/s y de ALH superior a 7 um
(Kathiravan et al., 2011). Sin embargo, en el presente estudio se observé un VCL y ALH bajo

para todos los tratamientos.
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Mottershead (2000) menciona que la descongelacion de pajillas de sementales con agua
caliente da mejores resultados que el aire; agua fria; y bafio de hielo, al igual que en la
investigacion de Martinez-Soto et al. (2011) en el que obtuvieron un efecto positivo en los
parametros espermaticos con semen en humanos en la metodologia de descongelacion a 37°C en
agua en comparacion a la descongelacion a temperatura ambiente y luego a 37°C en aire. Esto
pudo deberse a la baja transferencia de calor en aire, ya que segun el estudio de Santos et al.
(2018), la descongelacion con aire en el sistema abierto y cerrado de CRYOTOP®, debido al
espesor de la tapa de plastico y el fluido externo condujo a bajas tasas de transferencia de calor a

comparacion del agua.

Sin embargo, en la investigacion de Mahadevan & Trounson (1984) con espermatozoides
humanos criopreservados, la descongelacién lenta en aire a 20°C o0 35°C en una superficie seca
result6 en una mejor criosupervivencia de los espermatozoides en términos de porcentaje vivo y
porcentaje de movilidad a cero y tres horas de incubacion que los otros métodos de
descongelacion mas lentos 0 més rapidos probados. Esto pudo deberse a que las bajas
temperaturas de descongelacion luego de ser incubadas podrian dar mejores parametros en
movilidad y cinética (Akmal et al., 2015), lo que podria indicar que a un mayor tiempo de

descongelacion con aire podria dar mejores resultados, sin embargo, esto atn no se ha probado.

4.2. Efecto en la Vitalidad Espermética
La prueba de eosina nigrosina permite ver detalles estructurales de los espermatozoides,
ademas de poder observar la vitalidad de los mismos, ya que estos no son permeables al

colorante cuando la membrana esté intacta (Varner & Johnson, 2007).
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En la presente investigacion se logré una mejor vitalidad para la descongelacion con aire,
donde se encontraron resultados equivalentes entre tratamientos (con valores de 57,0 + 2,99%;
54,3+2,99% y 61,2 + 2,11%; respectivamente); los cuales fueron superiores a los tratamientos

de descongelacion con agua (P<0,05) (Figura 6).

Se observé que el método de descongelacion con agua causo més dafios sobre la
integridad de la membrana de los espermatozoides, similar a lo descrito por Ahmed et al. (2019),
con la ruptura irreversible de la membrana plasmaética entre otras afecciones celulares. Estos
dafios pueden causar una disminucién de la vitalidad y funcionamiento de los espermatozoides
sobrevivientes al dafio criogénico, dafios que pueden ser subletales y / o letales (Varghese et al.,

2016), como lo observado en la presente investigacion.
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Figura 6 Efecto del protocolo de descongelacion sobre la vitalidad espermatica

Nota: Pos-Pos= Positivo-Positivo (%), Pos-Neg= Positivo-Negativo (%), Neg-Pos= Negativo-
Positivo (%), Neg-Neg= Negativo-Negativo (%). Los resultados se expresan como media * error
estandar. Letras diferentes denotan diferencia estadistica significativas (p=<0.05).
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4.3. Efecto en la Morfologia Espermatica

Los resultados de morfologia espermatica se presentan en la Figura 7.
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B Agua 36°C m Agua38°C EAguad0°C mAire36°C  Aire38°C M Aire 40°

Figura 7 Efecto del protocolo de descongelacion sobre la morfologia espermatica

Nota: Micro= Microcéfalo (%), Macro= Macroceéfalo (%), SoloCa= Solo Cabeza (%), Lanc=
Lanceolados (%), Nor= Normales (%), SoloCo= Solo Cola (%). Los resultados se expresan
como media + error estandar. Letras diferentes denotan diferencia estadistica significativas
(p<0.05).

Se observa un resultado mayor para morfologia normal con el método aire 40°C (48,89 +
2,35%), el cual fue superior a aire 36° y aire 38° (42,81 + 2,35% y 42,83 + 2,33%),
equivalentemente se evidencio una diferencia significativa con el tratamiento de descongelacion
con agua 36°C y 38°C (28,54 + 3,33% y 31,02 + 2,35%), respectivamente. Para la condicion de
solo cabeza, no existieron diferencias significativas (P<0,05).

En términos generales para las anormalidades de macrocefalia, microcefalia y

lanceolados se evidencio una derivacion mayor con descongelacion a agua 36°C (6,52 + 0,98%,
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16,8+ 1,29% y 7,65 + 1,44%) y 38°C (5,40 + 0,69%, 11,13 + 0,91% y 9,66 + 1,02%) con
relacion a los tratamientos de descongelacion con aire; siendo un efecto negativo para una
calidad espermatica deseable.

Estas alteraciones se producen por una espermatogénesis o espermiogénesis defectuosas,
por herencia, enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a condiciones medio
ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 dias) o por el uso de técnicas
inadecuadas en la manipulacion del semen (Hopper & King, 2014; Posado-Ferreras, 2014).

Para la presencia de solo cola no se presentan diferencias estadisticamente significativas
con la descongelacion por agua 38°C, agua 40°C y aire 40°C (18,23 + 1,4%, 18,18 + 1,4% y
18,69 £ 1,4%) respectivamente.

Se obtuvo una tasa de anormalidades primarias inferiores al 20% para agua 40°C, aire
36°C, aire 38°C y aire 40°C, similar a lo que recomienda Barth et al (2007), sin embargo, la tasa
de anormalidades totales para aire 38°C y 40°C fueron inferiores a 39% la cual se determina que
el semen es bueno, para agua 38°C, agua 40°C y aire 36°C se obtuvo una tasa de 40 - 59%
situdndose en un semen de calidad regular y para agua 36°C con una tasa >60% nos presenta un
semen de mala calidad.

No se recomienda el uso del semen de toro con altos niveles de anormalidades
espermaticas para la A porque probablemente conduciria a la subfertilidad ya que existe una
correlacion entre defectos espermaticos e infertilidad (Mallma Marca, 2019).

En el estudio de Saacke et al. (1998) los espermatozoides con cabezas deformadas no

acceden al 6vulo.
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5. Conclusiones

La descongelacion con agua confiere mejores resultados en los pardmetros de MT y MP
que el resto de las temperaturas en aire, sin embargo, no se encontraron diferencias para los

pardmetros VCL, VSL, VAP, ALH y BCF con la descongelacion con aire.

Los problemas relacionados en la vitalidad de los espermatozoides en cuanto a la
integridad estructural de la membrana plasmatica de los espermatozoides, son relacionados en
parte con el manejo de la temperatura, tiempo y el método de calentamiento de las pajillas de
semen bovino criopreservado. En este trabajo de investigacion se evidencia un alto porcentaje de
espermatozoides vivos mediante el método de descongelacion propuesto con flujo de aire

caliente.

Solo se evidencian 2 anormalidades espermaticas de la presencia de solo cola y solo
cabeza que corresponden a anormalidades secundarias, en donde indicarian que el dafio se ha
producido del epididimo o por manejo inadecuado a nivel de laboratorio, sin embargo, estas

anormalidades poseen una recuperacion mejor que las primarias.

El método de descongelacién con aire en altas tasas de calentamiento muestra ser una
alternativa, viable y eficiente que provee ventajas sobre la proteccion de la integridad estructural
y funcional de los espermatozoides bovinos, en comparacion con la descongelacion convencional

con agua.

Por lo tanto, se acepta la hipétesis alternativa planteada de que la descongelacion de
semen bovino con un flujo de aire caliente permite obtener parametros de calidad espermatica

similares o superiores a los obtenidos con la descongelacion convencional en agua caliente.
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6. Recomendaciones

Se propone evaluar en futuras investigaciones el aumento de los tiempos a (29” y 30”)
para aumentar las temperaturas evaluadas en la descongelacion con aire a (42° y 44°) para
obtener mejor referencia de datos en los resultados, ya que como pudimos observar en esta
investigacion que al manejar mas temperatura se obtenia mayor calidad espermaética; y con esto
hacer una mejor comparacion entre los dos métodos de descongelacion para poder optimizar el

nuevo protocolo de descongelacion.

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion se sugiere crear un
dispositivo electronico que estandarice los tiempos (267, 277 y 28”) y las temperaturas evaluadas
(36°, 38° y 40°) en la descongelacidn con aire para no sobrepasar los rangos de tiempos y
temperaturas, y con esto evitar muerte de espermatozoides por sobrepasarse al momento de la

descongelacion.

Se sugiere evaluar en futuros estudios la influencia del método de aire con diferentes
tasas de calentamiento sobre la capacitacion espermatica, la capacidad fertilizante in vitro e in

Vivo.
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