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Introducción 

Para lograr el aumento en la producción, el mejoramiento animal es importante ya que ha 

contribuido en la optimización de los índices productivos y reproductivos (Hernández-Corredor, 

2013). 

La inseminación artificial (IA) es una técnica que tiene como fin potencializar el 

mejoramiento genético en la creciente industria bovina de Colombia (Carrillo-González y 

Hernández, 2016). Con la técnica del congelamiento del semen se incrementan las posibilidades 

de utilizar la IA y se facilita el desarrollo de programas tendientes a mejorar esta especie, además 

la calidad genética de los bovinos se vería acelerada y el costo de la adquisición de sementales 

sería inferior al necesario, así como al facilitar el transporte de semen a nivel internacional. Esto 

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

La criopreservación reduce la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides, por lo que la 

inclusión de elementos para mejorar la supervivencia e integridad de los espermatozoides post-

descongelamiento puede resultar en tasas de concepción adecuadas con el uso de la inseminación 

artificial (Guerrero et al., 2009). Durante el proceso de descongelación se debe utilizar una 

temperatura óptima y un tiempo adecuado para minimizar la pérdida de calidad del semen, ya 

que este proceso devuelve nuevamente a los espermatozoides a un estado fisiológico activo 

(Borah et al., 2015).  

El objetivo de este estudio es diseñar un dispositivo de descongelación y evaluar su efecto 

sobre la viabilidad, motilidad y morfología espermática de semen bovino, sometido a diferentes 

tasas de calentamiento.  
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1. El Problema 

1.1. Titulo 

DISEÑO DE UN DISPOSITIVO ELECTRÓNICO EXPERIMENTAL DE 

DESCONGELACIÓN PARA SEMEN BOVINO Y EVALUACIÓN DE SU USO SOBRE LA 

CALIDAD ESPERMÁTICA 

1.2. Planteamiento del Problema 

En la ganadería bovina, la IA se consolidó a partir del establecimiento del método de 

fijación cervical, de la aplicación de pequeñas dosis de semen diluido en el cuerpo del útero 

mediante instrumentación específica, y de la utilización de semen congelado-descongelado. La 

aplicación de esta biotecnología, conllevó a un mejoramiento sustantivo de la productividad; sin 

embargo, las fallas en la elección del material genético y en la práctica instrumental, afectan de 

manera grave los indicadores productivos, bien por detrimento en las tasas fertilidad, o por la 

diseminación de genes indeseables (Villa-Duque et al., 2016). La baja fertilidad podría deberse a 

los daños ocasionados en los espermatozoides durante el proceso de criopreservación-

descongelación  

En el proceso de descongelación se debe utilizar una temperatura óptima y un tiempo 

adecuado para minimizar la pérdida de calidad del semen, ya que este proceso devuelve 

nuevamente a los espermatozoides a un estado fisiológico activo (Borah et al., 2015). La 

velocidad a la que se congela la célula debe coincidir con la velocidad de descongelación 

correspondiente, con el objetivo de revertir el equilibrio osmótico y la rehidratación celular 

(Shah et al., 2016), evitando lesiones en las células como la recristalización y la hidratación 
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excesiva, así como el daño a la membrana espermática y al citoplasma, para obtener una 

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

Hoy en día, la mayoría de los centros de inseminación artificial (IA) comerciales 

recomiendan métodos de descongelación con agua caliente, pero esto ha demostrado que posee 

sus efectos secundarios perjudiciales en la calidad espermática, por ello de aquí deriva la 

motivación e innovación de diseñar un dispositivo experimental en el método de descongelación 

por medio de aire caliente el cual reduzca esos efectos, ya que la producción bovina es la 

segunda producción más demandada en la región. 

1.3. Formulación del Problema 

¿La descongelación de semen bovino con un flujo de aire caliente permitirá obtener 

parámetros de calidad espermática similares o superiores a los obtenidos con la descongelación 

convencional en agua caliente? 

1.4. Justificación 

Con la presente investigación se aportará un método novedoso para la descongelación de 

pajillas mediante la conducción de calor por aire a diferentes temperaturas, que representará una 

tecnología innovadora para ser utilizada por profesionales tanto en campo como en laboratorios 

de biotecnología reproductiva, a la vez que brindará un aporte tecnológico en el estudio de 

calidad seminal y funcionalidad de semen bovino posdescongelación mediante aire. 

La importancia de este trabajo radica en la evaluación de la calidad y funcionalidad del 

semen bovino descongelado mediante el método de aire (dispositivo) y compararlo con el 

método tradicional de descongelación en agua. Para esto se utilizará varias pruebas de análisis, 
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para evaluar el efecto de los diferentes métodos y temperaturas de descongelación sobre la 

movilidad, viabilidad y morfología del semen bovino criopreservado. 

1.5. Objetivos 

1.5.1. Objetivo General 

Diseñar y evaluar un dispositivo electrónico experimental para la descongelación de 

semen bovino criopreservado y su efecto sobre la calidad espermática sometido a diferentes tasas 

de calentamiento.  

1.5.2. Objetivos Específicos 

Analizar el efecto de una nueva metodología de descongelación con diferentes tasas de 

calentamiento sobre la movilidad espermática del semen bovino. 

Caracterizar los parámetros morfométricos del espermatozoide bovino al someterse a una 

nueva metodología de descongelación con diferentes tasas de calentamiento.    

Determinar el porcentaje de sobrevivencia espermática (vitalidad espermática) al 

exponerse a una nueva metodología de descongelación con diferentes tasas de calentamiento. 

1.6. Delimitaciones 

1.6.1. Espacial 

Este presente trabajo se realizó con 150 pajillas de semen criopreservado de la raza 

Holstein, provenientes de la finca La Pajarita ubicada en la vereda El Líbano municipio de 

Sardinata, Norte de Santander 

1.6.2. Temporal 

El proyecto tuvo una duración de 3 meses a partir de la aprobación del anteproyecto 



15 

 

1.6.3. Conceptual 

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

semen, criopreservación, motilidad espermática, refrigeración, descongelación, bovino, 

evaluación, espermatozoide, vitalidad espermática, morfología, aire caliente, metodología, 

dispositivo. 
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2. Marco Referencial 

2.1. Antecedentes 

EFECTO DE LAS VELOCIDADES DE ENFRIAMIENTO, CONGELACIÓN Y 

DESCONGELACIÓN Y LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO SOBRE LA 

PRESERVACIÓN 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 enfrió a más de 10 ° C por minuto desde 

la temperatura ambiente (TA) a 5 ° C y se volvió a calentar a TA, el porcentaje de motilidad y el 

porcentaje de espermatozoides vivos disminuyó en comparación con las velocidades de 

enfriamiento más lentas (<5 ° C / min). Se encontró que la velocidad de enfriamiento óptima de 

RT a 5 ° C que resulta en la supervivencia máxima de los espermatozoides humanos es de 0.5 a 1 

° C por minuto cuando se enfría de RT a 5 ° C y posteriormente se congela-descongela en 

nitrógeno líquido (LN 2). La tasa de congelación óptima de 10 ° C por minuto, de 5 ° a -80 ° C, 

resultó en una mayor supervivencia de los espermatozoides humanos que velocidades de 

congelación más lentas (1.1 ° C / min) o más rápidas (87.1 ° C / min). La descongelación lenta 

en aire a 20 o 35 ° C, en un banco seco, resultó en una mejor supervivencia que los otros 

métodos de descongelación más lentos o más rápidos utilizados. La temperatura a la que se 

transfirieron las muestras de semen humano a LN 2 influyó significativamente en la 

supervivencia de los espermatozoides. La supervivencia fue mayor cuando se transfirió a ‐30 ° C 

o menos en comparación con las muestras transferidas a ‐15 ° C o más. Sin embargo, la 

supervivencia máxima 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 comparación 

con el almacenamiento a 196 ° C o ‐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 días. 

EL MÉTODO DE DESCONGELACIÓN DE LA PAJA INTERACTÚA CON EL TORO 

Y EL DILUYENTE PARA INFLUIR EN LA MOTILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES Y 

LAS TASAS DE CONCEPCIÓN DE LAS VACAS LECHERAS 

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

Se evaluó la influencia de las interacciones del método de descongelación 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 concepción 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 eyaculación dividida. 

Las pajitas se descongelaron en un baño de agua a 37° C con o sin 3 minutos de exposición a una 

placa de calentamiento a 37° C mientras se envolvían en una toalla de papel (descongelación al 

aire). El porcentaje de espermatozoides móviles se evaluó después de 1 min y 3 h de incubación 

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 eyaculación 

dividida. Se descongelaron las pajitas y se evaluó la motilidad como en el experimento 1. Las 

tasas de concepción (n = 475) se compararon en un solo rebaño 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 inseminación. En cada experimento, las 

interacciones entre el método de descongelación y el padre, el tipo de extensor o ambos, 

indicaron que se pueden crear condiciones que faciliten la tolerancia de los espermatozoides a los 

procedimientos de descongelación con aire. Cuando se detectó un efecto significativo del método 

de descongelación en cualquiera de los experimentos, el descongelamiento por aire se asoció 

consistentemente con la menor medida de la motilidad del esperma, la concepción o ambas. En 

conclusión, aunque algunas combinaciones de padre x extensor parecen ser tolerantes a los 

procedimientos de descongelación por aire, otras combinaciones son más sensibles, lo que 

resulta en una reducción de la supervivencia de los espermatozoides después del 

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

DETERMINACIÓN 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 pequeño 

volumen está gobernado por fenómenos de transferencia de calor que se describen 

matemáticamente mediante la solución de las ecuaciones diferenciales parciales de conducción 

de calor transitoria; el coeficiente de transferencia de calor por convección (h) es un parámetro 

importante involucrado en la condición de frontera que está relacionada con el comportamiento 

dinámico del fluido en el dispositivo de interfaz-fluido de calentamiento (agua, solución de 

sacarosa o aire). Desafortunadamente, los valores de h para dispositivos de pequeño volumen (es 
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decir Cryotop®) no se han determinado experimentalmente. Además, los coeficientes de 

transferencia de calor durante el calentamiento de Cryotop® no se puede obtener a través de 

correlaciones adimensionales clásicas expresadas en términos de números de Nusselt vs. 

Reynolds y Prandtl que están disponibles para geometrías regulares y materiales individuales. 

El propósito del presente trabajo es determinar los coeficientes de transferencia de calor 

por convección (h) resolviendo numéricamente la ecuación 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 heterogénea del dominio 

(microgotas, soporte plástico) y la geometría tridimensional irregular. Las condiciones de 

calentamiento analizadas fueron: a) sistema abierto en contacto con aire y solución 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 solución de sacarosa (23 ° C), que según la literatura lograron una 

supervivencia del orden del 80%, están en el rango de 1800-2200 W / m 2 K. Los valores de h 

obtenidos en este trabajo para condiciones de calentamiento son parámetros críticos para los 

criobiólogos al estudiar la tasa de transferencia de calor en este dispositivo de pequeño volumen. 

2.2. Marco Teórico  

2.2.1. Contexto General de la Producción Bovina en Colombia 

Gracias a su ubicación geográfica, Colombia cuenta con gran variedad de pisos térmicos 

que van desde el nivel del mar hasta regiones de páramo, esto permite la explotación de 

diferentes razas bovinas productoras de carne, leche y doble propósito. La población bovina en el 

país está distribuida en 633.408 predios y totaliza 27.973.390 animales, lo cual representa una 
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reducción de un 3,4%, respecto a 2020. Al igual que el año anterior, el 68,2% del total de ganado 

bovino se concentra en los mismos diez departamentos, Antioquia (11,3%), Meta (7,7%), 

Córdoba (7,6%), Casanare (7,5%), Caquetá (7,4%), Santander (5,9%), Cesar (5,5%), Magdalena 

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

El número de predios a nivel nacional se redujo en 1,0%, respecto al total de predios del año 

anterior, y es consistente con la reducción en el número total de cabezas de ganado bovino. De 

los 633.408 predios en el país, el 70,0% se concentra en diez departamentos del país de Boyacá 

(14,0%), Cundinamarca (13,1%), Antioquia (10,4%), Nariño (7,3%), Santander (6,7%), Córdoba 

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

 

Figura 1 Mapa de distribución de predios bovinos 2021 

Nota: Adaptado de mapa de distribución de predios bovinos 2021[Fotografía], por Instituto 

Colombiano Agropecuario, 2018, 
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(https://www.ica.gov.co/areas/pecuaria/servicios/epidemiologia-veterinaria/censos-2016/censo-

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

 La ganadería bovina, caracterizado por la generación de empleo e impulso al desarrollo 

social y con una representativa contribución al Producto Interno Bruto –PIB- nacional y 

agropecuario, carece de políticas agrarias claras y precisas, que busquen orientar el adecuado 

desempeño de la ganadería, dentro del marco de la sustentabilidad económica y de la 

sostenibilidad ambiental. De igual forma, la actividad se ha caracterizado por un manejo 

empírico en el campo de la tecnología, el manejo ambiental, la administración empresarial, la 

evaluación económica y el encadenamiento con otros sectores productivos y con los 

consumidores. Esto no ha permitido impulsar los cambios que requiere el sistema ganadero para 

llegar a ser competitivo y poder enfrentar las actuales y venideras relaciones en el contexto 

nacional e internacional (Mahecha et al., 2002) 

2.2.2. Evaluación de Calidad Seminal 

Los análisis para evaluar la calidad seminal deben realizarse a todos los machos que se 

tengan como reproductores, ya que con este estudio se concluyen parámetros importantes sobre 

la integridad funcional de espermatozoides (Lossada, 2013). 
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2.2.2.1. Concentración Espermática.  En todo estudio seminal se comienza con el recuento de 

espermatozoides, dicho proceso se conoce como la evaluación de concentración espermática, en 

ella se determina el número 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 espectrofotometría, Así mismo, es un método indirecto, capaz de medir la luz 

monocromática absorbida por las partículas en suspensión, que este caso son los 

espermatozoides (Rodríguez, 2020). 

La mayoría de los toros y los de menor talla producen menores volúmenes de semen, la 

mayoría de toros proporcionan promedios de 5 cc por eyaculado, pero la medida depende de las 

características del método de colecta, frecuencia de extracción, cantidad de secreción de las 

glándulas, tiempo de estímulo, estado de salud del toro. Teniendo en cuenta que un toro mayor 

de 2 años 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 Espermática. La motilidad espermática es otro parámetro 

fundamental para valorar la calidad del eyaculado, consiste en evaluar el movimiento y avance 

que tienen los espermatozoides dentro de la muestra a analizar, además se clasifican según su 

progresividad en móviles progresivos, móviles no progresivos, y estáticos. A su vez, se valora la 

velocidad de movimiento entre rápidos, medios, lentos y estáticos, se concluye por el estudio 

porcentual que proyecta el sistema de análisis computarizado (Lossada, 2013). 

Entre los principales factores que afectan el resultado final están la temperatura del 

semen, el volumen analizado, el tipo de cámara utilizada, el tiempo que oscila entre la recogida y 

el análisis, la concentración espermática de la muestra, el diluyente utilizado, posibles patologías 
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presentes, el tipo de objetivo utilizados y la iluminación del microscopio, los valores de 

configuración asociados al CASA y el área de las partículas analizadas (Verstegen et al., 2002). 

2.2.2.3. Vitalidad Espermática. La viabilidad espermática depende, entre otros 

factores, de la edad del reproductor, su estado nutricional, la presencia de enfermedades 

subyacentes, la temperatura ambiental, la estación del año en la que se realiza la extracción 

seminal y la frecuencia con la que se lleva a cabo dicha extracción (Fischman et al.,2007). 

El estado de la membrana espermática marca la integridad morfológica y funcional de la 

célula y es uno de los parámetros más investigados. Además, son numerosos los trabajos de 

investigación que determinan las diferencias entre los espermatozoides viables y no viables 

dentro de un eyaculado utilizando esta tinción (Eosina-Nigrosina), conjuntamente con otras 

técnicas donde los espermatozoides sin tinción están vivos y el espermatozoide con la integridad 

de la membrana dañada (muerto), se observa de color rosado oscuro. (Zhu & Liu, 2000; 

Tsakmakidis et al., 2010). 

2.2.2.4. Morfología Espermática. 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 morfológicas; acrosoma hinchado, 

cabezas estrechas, microcefálicas y macrocefálicas, consideradas anormalidades primarias. De 

igual manera, las anormalidades secundarias; cabeza desprendida, cola doblada, gota 

citoplasmática distal, se encuentran, sobre todo, en los casos de perturbaciones bioquímicas del 

plasma seminal. 

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

problemas nutricionales, enfermedades, factores ambientales (calor, heridas por traumatismos, 
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sustancias tóxicas, cambio de ambiente), como por razones, hormonales o genéticas (Páez Barón 

& Corredor Camargo, 2014). 

2.2.3. Criopreservación 

Los primeros pasos para la criopreservación de espermatozoides de mamíferos surgieron 

en el siglo XVIII y XIX (Yeste, 2016) no obstante, esta tecnología se desarrolló 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, Ivanov descubrió un carnero muerto en la nieve, el 

semen en estado de congelación contenía espermatozoides vivos y con capacidad fecundante, 

desde entonces se inició la búsqueda de un método que permitiera mantener el esperma vivo por 

más tiempo (Großfeld et al., 2008; Díaz y López, 2018). La criopreservación de semen de 

bovinos se ha implementado desde finales de la década de los años cincuenta (Rosenwaks et al., 

2014), y desde entonces se han ido modificando los protocolos de crioconservación con diversos 

criopreservantes, temperaturas de congelación y diferentes métodos de descongelación 

(Chatterjee & Gagnon, 2001), para optimizar todo el proceso y obtener mejores resultados en 

calidad y cinética espermática (Muiño Otero, 2008). 

En la actualidad, se han mejorado las técnicas de criopreservación 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 

criopreservación se vuelve prácticamente ilimitada (Sathe & Shipley, 2014) 

La respuesta de los espermatozoides a la congelación varía según la especie, siendo el 

semen bovino uno de los más criotolerantes dentro de las especies domésticas a este proceso 

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

Henríquez, 2008). Esto implica que, durante el proceso de crioconservación, los espermatozoides 

se someten a esfuerzos osmóticos, térmicos y mecánicos, en las etapas de dilución, enfriamiento, 

equilibrio, congelación y descongelación (Andrabi, 2009; Comizzoli & Wildt, 2013; Doležalová 

et al., 2017) 

La criopreservación causa daños en los espermatozoides como la ruptura irreversible de 

la membrana plasmática, estrés oxidativo (Ahmed et al., 2019), desnaturalización y perdida de 

proteínas y enzimas, daño del ADN, disminución de la vitalidad y funcionamiento de los 

espermatozoides sobrevivientes al daño criogénico, daños que pueden ser subletales y / o letales 

(Varghese et al., 2016; Olszewska-Slonina, 2013).  El estrés oxidativo se crea cuando la 

generación celular de radicales libres de oxigeno (ROS) supera estas defensas antioxidantes con 

daño oxidativo irreversible (Thomson et al., 2009), lo que deteriora la integridad del ADN en el 

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

Este proceso induce a la criocapacitación de los espermatozoides con la reacción anormal 

del acrosoma, lo que comprometería severamente el potencial de fertilización de los 

espermatozoides (Varner & Johnson, 2007), esto podría ver reflejado en la práctica de la 

inseminación con afección en las tasas de fertilidad (Quispe, 2018).   

Los espermatozoides están rodeados por una sola membrana plasmática, y en su interior 

hay otras membranas que separan diversos orgánulos de los espermatozoides, incluyendo las 

mitocondrias (Tapia et al., 2012). Los lípidos de la membrana, como los glicerofosfolípidos 

(GPL), son muy diversos en diferentes regiones de la membrana y sufren cambios durante la 

maduración de los espermatozoides, también funcionan como un sistema de almacenamiento de 
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energía (Oresti et al., 2015). En el esperma, los GPL y la esfingomielina se caracterizan por la 

presencia de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga y muy larga (alrededor del 

30% de los ácidos grasos son AGPI), que son sensibles al proceso de congelación (Ferreira et al., 

2018). 

El éxito de la criopreservación del semen depende del mantenimiento de la capacidad de 

fecundación, que está determinada por la conservación 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 información sobre las fuentes de energía de los 

espermatozoides (Biniová et al., 2018). En una investigación reciente, Treulen et al. (2018) 

indica que los espermatozoides descongelados desencadenan en una transición de membrana 

mitocondrial asociado con un aumento de calcio intracelular y la disipación del potencial de 

membrana mitocondrial (ΔΨm), disminución de los niveles de ATP y ROS y deterioro de la 

integridad de la membrana plasmática. 

2.2.4. Crioprotectores 

El metabolismo celular se reduce cuando las temperaturas son bajas y esto hace posible la 

preservación a largo plazo de células germinales, embriones y tejidos, para esto, las células 

deben deshidratarse previamente lo suficiente, lo que normalmente requiere la acción de agentes 

crioprotectores (CPA) (Gao & Critser, 2000), que protegen a las células de la formación 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 tampón para ajustar los cambios de pH, el cual 

debe encontrarse en un nivel óptimo para el espermatozoide siendo este cercano a la neutralidad 

(6.9 y 7.1) (Agredo Palechor, 2015). 
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Los crioprotectores pueden clasificarse en dos grupos, los primarios también llamados 

penetrantes, intracelulares o permeables, que son sustancias de bajo peso molecular (32 a 212 

Daltons), generalmente alcoholes, como el glicerol, dimetilsulfóxido, etilenglicol, etc. Esto 

crioprotectores se introducen a la célula de forma uniforme, provocando la deshidratación celular 

por sustitución del agua intracelular, evitando así el incremento de la concentración de solutos ya 

que reemplaza osmóticamente al agua. Otra característica importante es que disminuyen el punto 

de congelación del agua; esta característica los hace más efectivo cuando se utilizan bajas tasas 

de enfriamiento, ya que, de esta forma, ayudan a disminuir la formación de cristales de hielo. 

(Dalmazzo Henríquez, 2008). 

Los crioprotectores secundarios, igualmente conocidos como no penetrantes, 

extracelulares o no permeables, tienen un alto peso molecular, son proteínas que se encuentran 

en la yema de huevo, azúcares en la leche, polivinilpirrolidona, glucosa, fructosa, ficol, dextrano, 

sorbitol, sacarosa, lactosa, trehalosa, rafinosa y otros azúcares. Son más eficaces en caso de 

enfriamiento rápido, estos compuestos contribuyen a la extracción de agua intracelular utilizando 

la diferencia de presión osmótica, sin penetrar en la célula, evitando la formación de grandes 

cristales de hielo intracelularmente (Singh et al., 2018), Además, no atenúan el “efecto de 

solución” de la alta concentración intracelular de solutos, por lo tanto, son más efectivos en 

congelaciones rápidas (Ugarelli et al., 2017). En la mayoría de los casos, los medios de 

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

Los criprotectores más utilizados para la congelación de semen de bovino son el glicerol 

y la yema de huevo (Montoya-Páez et al., 2020; Rámonez et al., 2017). El glicerol es un 

polihidroxilado, formador de enlaces de hidrógeno con el agua (H2O), penetra a través de la 

membrana celular y no es tóxico durante la exposición celular en concentraciones bajas de 1 a 5 
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mol/L (menos del 4%) (Rámonez et al., 2017). Por lo general, los CPA se aplican cerca de la 

congelación, un punto en el que la actividad metabólica es muy baja y menos tóxica (Rosenwaks 

et al., 2014), por lo que, antes de la congelación en lo que respecta al equilibrio, denominado 

tiempo de "equilibrio de glicerol", los espermatozoides interactúan con el glicerol teniendo un 

primer ajuste del volumen celular por la salida del agua, seguido por la penetración lenta del 

glicerol retornando el volumen celular normal (Shah et al., 2016). En este punto el glicerol 

fisiológicamente reemplaza el agua intracelular necesaria para el mantenimiento del volumen 

celular, tiene interacción con iones y macromoléculas y causa una disminución de las 

concentraciones de electrolitos, de esta manera se reduce el punto de congelación 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 enfrían excesivamente, un estado inestable que posteriormente 

termina con el rápido crecimiento de cristales de hielo en forma de núcleos en el espacio 

extracelular, posteriormente se forman cristales de hielo en el espacio intracelular (Rosenwaks et 

al., 2014). Los CPA evitan la formación excesiva de cristales de hielo intracelular que no sólo 

depende de la velocidad de enfriamiento y la temperatura, sino también de concentración 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 congelación y la descongelación, 

bloqueando la entrada de los iones de calcio a la célula. Protege a los espermatozoides contra el 

shock frío (factor de resistencia), además confiere protección en la congelación y la 

descongelación manteniendo la viabilidad espermática (factor de almacenamiento) (Carpio, S., 

2015). 
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2.2.5. Fundamentos del Daño Criogénico Durante la Congelación y Descongelación 

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a varios 

ciclos de deshidratación e hidratación lo que resulta en cambios significativos de volumen 

(Escudero, 2015). Los cambios de volumen son sólo uno de los tantos factores de stress 

espermático durante el proceso de criopreservación. Otros están representados por los cambios 

de temperatura, el estrés tóxico producido por la exposición a los crioprotectores, la formación y 

disolución de hielo, así como los cambios de osmolalidad en el ambiente extracelular.  

Previo a la congelación el esperma es sometido a un proceso de enfriamiento, con una 

disminución de la temperatura desde la temperatura corporal hasta 5°C, que es donde se puede 

presentar el choque de frío, esto implica daño de las membranas celulares y alteración de la 

función metabólica (Muiño Otero, 2008), probablemente causada por cambios en la disposición 

de los componentes de la membrana que afectan a la actividad de las proteínas, lo que provoca 

una alteración general de la permeabilidad de la membrana al agua y a los solutos. Este efecto se 

puede prevenir controlando la velocidad de enfriamiento y añadiendo compuestos protectores a 

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

El mayor problema son los daños 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 congelación extracelular con la formación 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 

(Großfeld et al., 2008). 

El agua va hacia el exterior de la célula porque el potencial químico del agua es atraído 

por el estado congelado (extracelular), y dependiendo de la velocidad de enfriamiento se puede 

dar mayor o menor formación de cristales de hielo en el interior de la célula (Ugarelli et al., 

2017), lo mismo ocurre en la descongelación pero a la inversa (Muiño Otero, 2008). 

 

Figura 2 Tasas de enfriamiento y eventos físicos durante la congelación 

 Fuente. Yeste, (2016). 

En la Figura 2. Cuando la temperatura desciende a -5°C, empieza la formación de hielo 

extracelular con la salida del agua de la célula, si las tasas de enfriamiento continuo son muy 

rápidas, 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 óptimas son aquellas que mantienen un equilibrio para evitar la formación de 
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hielo intracelular y minimizar las lesiones por la concentración de solutos y de volumen celular, 

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

Cuando se deshidratan demasiado, el estrés hipertónico resultante puede cambiar el 

equilibrio electrolítico, y esto puede influir posteriormente en la descongelación, provocando que 

las células se hinchen más allá de su volumen isotónico 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 óptima debe buscar un equilibrio entre el riesgo de congelación 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 sólo asegurar la supervivencia celular sino también evitar 

daños de la estructura extracelular (Wolkers & Oldenhof, 2015). Cuando la tasa de congelación 

se encuentra dentro de los valores requeridos (50-100°C/min), se reduce la deshidratación 

intracelular y las concentraciones de solutos intracelulares, como también la contracción de las 

células (Shah et al., 2016). 

Un enfriamiento más rápido no creará inconvenientes con un sistema adecuado de 

amortiguación del semen (CPA)(Gao & Critser, 2000). Se ha comprobado que la reducción 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 mínimos (Fuller & Paynter, 2004). En la actualidad para 

pajillas de 0,25 ml congeladas en vapores de nitrógeno líquido, la velocidad de descenso térmico 

normalmente es de -5ºC/min desde los +5ºC hasta los - 10ºC; de -40ºC/min desde los -10ºC hasta 

los -100ºC; y de -20ºC/min desde los -100ºC hasta los -140ºC. Esta curva de congelación rápida 

intenta minimizar los daños que implica la congelación (Wolkers & Oldenhof, 2015). Con una 
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adecuada criopreservación se pueden obtener altas tasas de viabilidad y movilidad espermática 

para una fertilización exitosa (Lyashenko, 2015). 

En el semen, a pesar de que una gran proporción (40 – 60 %) de espermatozoides de 

carnero preservan su motilidad después de la congelación – descongelación, sólo un 20 – 30 % 

permanece fisiológicamente sin daño. Un espermatozoide puede presentar motilidad, aunque este 

dañado, siendo improbable que penetre el gameto femenino y que además lo fecunde. 

2.2.6. Efectos causados por la Criopreservación 

La formación de hielo intracelular origina ruptura de ciertas estructuras celulares además 

de desorganización de la membrana plasmática y acrosomal, con alteración en la fase lipídica y 

desplazamiento de las proteínas intrínsecas. La concentración de solutos produce la 

desnaturalización de los componentes de la membrana plasmática y deshidratación celular 

disminuyendo su volumen hasta un mínimo donde se compromete la integridad estructural de la 

célula (Watson & Duncan, 1988).   

Otra alteración 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 tóxicos sobre 

ellos que a la larga comprometen su funcionalidad. Las mitocondrias también son vulnerables al 

daño criogénico y, en el peor de los casos, el núcleo puede verse afectado. Por lo tanto, podemos 

concluir que la formación de cristales de hielo y el efecto solución son los principales factores 

implicados en el daño celular por lo que el objetivo es tratar de reducirlos y contrarrestar sus 

efectos (Dalmazzo Henríquez, 2008; Yeste, 2016). 
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2.2.6.1. Efectos de la Criopreservación sobre la Movilidad.  Las alteraciones de la movilidad debidas 

a la crioconservación se refieren a subpoblaciones de espermatozoides móviles, donde la 

movilidad muestra un alto grado de variabilidad biológica, considerada en algunos casos como 

un dato justo de la fertilidad (Khalil et al., 2018). Sin embargo, en bovinos y ovinos hay una 

amplia variación, (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 más eficientes para 

una mejor evaluación (Khalil et al., 2018). 

En la producción comercial de semen bovino congelado, el número mínimo de 

espermatozoides por pajuela necesario para obtener la máxima fertilidad in vivo se ha 

establecido en 15 millones, con al menos el 50% de movilidad progresiva postdescongelación 

(Muiño, 2008). 

2.2.6.2. Efectos de la Criopreservación sobre la Viabilidad. La estructura y 

composición de las membranas plasmáticas determinan los principales eventos celulares que 

tienen lugar durante los procesos de criopreservación, su comportamiento durante la congelación 

y descongelación definirá los índices de supervivencia de la célula congelada. Los periodos 

críticos para la sobrevida celular durante la criopreservación son: la fase inicial del 

congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisiológicas (Valdez, 2013). 

La membrana plasmática semipermeable, envuelve todo el espermatozoide y está 

compuesta por una amplia variedad de lípidos, proteínas y carbohidratos. Esta estructura es vital 

para la regulación de las funciones de los espermatozoides al establecer gradientes iónicos, 

facilitar la entrada citosólica de moléculas más grandes, además está involucrada en eventos de 

señalización celular (Varner & Johnson, 2007), y el intercambio iónico de sodio, potasio y calcio 

que regula la movilidad y las funciones mitocondriales, respectivamente (Wolkers & Oldenhof, 
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2015).  La membrana plasmática posee receptores que median la unión y fusión de la zona 

espermática, como PH-20 (Khalil et al., 2018), citocromo P450 y otros receptores que regulan 

la capacitación espermática (Martínez-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 plasmáticas intactas y 

bioquímicamente activas de los espermatozoides vivos permiten el ingreso de agua cuando son 

expuestas a una solución hipoosmótica que provoca cambios morfológicos apreciables (Rubio-

Guillén et al., 2009). Esta prueba seminal se fundamenta en que el medio hipoosmótico ocasiona 

un desequilibrio entre los medios intracelular y extracelular, situación que el espermatozoide 

trata de compensar difundiendo agua al compartimento intracelular; considerando un aumento 

del volumen celular (Sánchez y Zamora, 2016). 

La membrana plasmática contiene grandes cantidades de ácidos grasos poliinsaturados y 

tiene una capacidad antioxidante limitada, estos son sensibles a la peroxidación lipídica producto 

de reacciones químicas consecuentes de la producción de especies reactivas del oxígeno (ERO) 

(Chatterjee & Gagnon, 2001; Bollwein & Bittner, 2018). Existen numerosas consecuencias o 

daños posdescogelación, que incluyen deterioro a la membrana, inhibición de la respiración y 

fuga de enzimas intracelulares (Großfeld et al., 2008). La capacidad antioxidante y la 

peroxidación lipídica se ven afectadas por el proceso de criopreservación, al igual que la 

movilidad espermática reducida relacionada con la lenta recuperación antioxidante después de la 

congelación y descongelación (Kar et al., 2015). 

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

adición de altas concentraciones de agentes crioprotectores y por la cristalización, resulta en 
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desnaturalización de proteínas, contracción y colapso irreversible de la membrana, siendo esta la 

estructura más afectada (Khalil et al., 2018), así como reducción de la movilidad e integridad 

funcional espermática (Ahmed et al., 2019). Además, la criopreservación afecta la homeostasis 

del calcio, la integridad del acrosoma, con trastorno de lípidos de la membrana, también hay una 

interrupción de las interacciones de lípidos y proteínas, y algunas proteínas como los canales 

iónicos, se desplazan y pierden su función (Yeste, 2016). Esto provoca la pérdida de ATP, 

proteínas y enzimas esenciales, que conducen a la reducción de la movilidad de espermatozoides 

posdescongelación (Kumar et al., 2019). Además, según Watson (2000) alrededor del 40-50% de 

la población no sobrevive a la criopreservación incluso con protocolos optimizados. 

Hallazgos recientes muestran que el daño en la membrana plasmática del esperma bovino 

causado por la criopreservación está asociado con el aumento de calcio intracelular que conduce 

a una disminución de ΔΨM, ATP y producción de ERO (Treulen et al., 2018). Asimismo, el 

ataque peroxidativo a los ácidos grasos poliinsaturados causa daños estructurales y funcionales, 

es decir, la membrana pierde su propiedad semipermeable ya que es más frágil, lo que conduce a 

la lixiviación de la membrana, el flujo de colesterol, el influjo de calcio, la capacitación y los 

cambios acrosómicos similares a una reacción acrosomal que reduce la fertilidad de los 

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

Los enlaces dobles de la membrana plasmática hacen que se debilite la unión C-H en los 

átomos de carbono adyacentes y facilita la extracción de hidrógeno conduciendo al estrés 

oxidativo (Aitken & Fisher, 1994). Aunque la especie reactiva de oxígeno anión superóxido (O2
-) 

es relativamente poco reactivo, en presencia de H+ se dismuta o por enzimas se cataliza en 

peróxido de hidrógeno (H2O2), establecido como el principal iniciador del daño peroxidativo en 

la membrana plasmática del espermatozoide (Gosalvez et al., 2017). 
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Sin embargo, el H2O2 y el O2- por sí solos no inician la cascada de peroxidación lipídica, 

pero estos pueden formar al radical hidroxilo (OH), quien reacciona ante la presencia de metales 

de transición como el hierro y cobre y desencadenan la peroxidación lipídica, propagándose así 

el daño en la membrana plasmática (Castro-Pozo, 2019). 

2.2.6.3. Efectos de la Criopreservación sobre la Morfología Espermática. El estudio 

morfológico permite detectar anormalidades de la cabeza, pieza intermedia y cola, defectos 

acrosomales específicos o variaciones del tamaño 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 

espermáticas para la inseminación artificial porque probablemente conduciría a la subfertilidad 

(Al-Makhzoomi, 2005). Existe una influencia negativa de los espermatozoides anormales y 

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

Hay varios sistemas de clasificación. Las anormalidades primarias son de origen 

testicular o, más específicamente, ocurren durante la espermatogénesis, mientras que las 

anormalidades secundarias son de origen epididimario, estas difieren ligeramente de las 

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

La mayor parte de los defectos morfológicos son primarios y se relacionan con la 

formación de la célula espermática en la hilera seminal. Algunos defectos de la cola (gota 

citoplasmática distal, colas dobladas) se originan en el tránsito espermático por el epidídimo 

durante la maduración espermática (Stornelli y De la Sota, 2017).  

Otra clasificación es de anormalidades compensables y no compensables. Las 

deficiencias seminales compensables incluyen una serie de rasgos conocidos de viabilidad y 
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morfología (incluidas cabezas y colas anormales) que impiden el acceso de los espermatozoides 

al óvulo y que no pueden explicarse mediante evaluaciones convencionales (Saacke, 2008). La 

idea de que otras características del esperma sean compensables, por ejemplo, la integridad de la 

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

Las deficiencias en la fertilidad del esperma, se considera no compensables, 

espermatozoides fecundantes morfológicamente normales o casi normales con cabezas deformes 

presentes en eyaculados anormales, incapaces de descondensar su ADN después de la 

fertilización (Saacke, 2008). Presentan daño de la cromatina del esperma, del estado de la 

protamina, entre otros (Kastelic, 2013). Los espermatozoides con estos defectos pueden alcanzar 

el óvulo e iniciar el proceso de fertilización, pero no pueden sostenerlo o dan como resultado una 

mala viabilidad embrionaria (Hopper & King, 2014). 

Debido a que la fertilidad del toro está influenciada por una serie de factores, ninguna 

prueba de diagnóstico puede predecir con precisión la fertilidad, sin embargo, puede resultar más 

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

2.2.7. Descongelación  

La descongelación es un proceso que induce lesiones en los espermatozoides producto de 

la re cristalización y la hidratación excesiva con cambios perjudiciales en la estructura y función 

de los espermatozoides (Kadirvel et al., 2009; Ugarelli et al., 2017). Esto produce daño 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 plasmática con varios grados de hinchazón, ondulación o 

pérdida, además de estrés oxidativo, daño peroxidativo a la membrana plasmática de los 

espermatozoides y rotura de la cadena de ADN en el núcleo espermático (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 reacción acrosómica anormal, lo cual termina por 

comprometer la fertilidad (Sivandzade et al, 2019), Además, la mayoría de los trabajos citados 

por Ahmed et al. (2019), concluyeron que si la velocidad de descongelación es rápida se obtiene 

un mayor porcentaje de espermatozoides móviles y mayor integridad acrosómica. 

Con la descongelación rápida los cristales de hielo no tienen tiempo para formarse y los 

espermatozoides pasan directamente del estado congelado al estado líquido (El-Ahwany et al., 

2018). De hecho, las bajas tasas de descongelación resultan en recristalización, proceso de 

crecimiento de cristales que es perjudicial para la célula (Ugarelli et al., 2017). El estrés 

osmótico se debe a las altas tasas de calentamiento, ya que los CPA no pueden salir de la célula 

lo suficientemente rápido. Tal aumento osmótico en el citoplasma hace que, entre el agua, y esto 

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

Según Martínez-Soto et al. (2011) existe interacciones entre el método de congelación y 

la temperatura de descongelación para muestras de semen de alta calidad inicial, entre la 

congelación rápida en vapor de nitrógeno y la descongelación a 37°C, y la congelación 

controlada por computadora más lenta con una descongelación de 22°C al medio ambiente.  

Hoy en día, la mayoría de los centros de inseminación artificial (IA) comerciales 

recomiendan métodos de descongelación con agua caliente, para semen bovino congelado en 

pajillas, donde se retira la pajilla del nitrógeno líquido y se coloca inmediatamente en agua a 

33°C - 35°C durante 30 a 40 segundos (Doležalová et al., 2017). Así 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 baño de agua a 33°C–35°C durante 30–40 

segundos (DeJarnette & Marshall, 2005). 

La dosis inseminante según la norma ISO 9002, debe tener un mínimo de 25% de 

espermatozoides con movilidad progresiva, o un mínimo de 8 millones de espermatozoides con 

movilidad progresiva, o 6 millones si el semen posee más 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 descongelación en la supervivencia y movilidad del esperma, utilizando 

diferentes tasas de descongelación. Se ha demostrado que las temperaturas de descongelación tan 

altas como 60°C a 80°C, podría mejorar aún más la movilidad posdescongelación (Lyashenko, 

2015). 

Según Shah et al. (2016) el mejor protocolo de congelación y descongelación  en su 

experimento fue: inclusión de 4 h de tiempo de equilibrio, velocidad de congelación rápida y la 

descongelación rápida a 70°C durante 7 segundos, en el  protocolo de crioconservación 

programable, que mejoró la calidad posdescongelación de los espermatozoides de búfalo, en el 

que las altas tasas de descongelación indistintamente de los métodos, dan mejores tasas de 

movilidad y cinética espermática, en comparación de las temperaturas más bajas. Sin embargo, 

según los resultados del estudio de Doležalová et al. (2017), la descongelación rápida con altas 

temperaturas disminuyó la movilidad de los espermatozoides y las características del semen 

evaluado después de 2 horas de incubación, indicando que el método rápido de descongelación 

de pajillas no es el más adecuado para la inseminación artificial.  
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Resultados similares fueron descritos por Rastegarnia et al. (2013), quienes encontraron 

una mayor proporción de movilidad progresiva y características de movimiento de los 

espermatozoides, después de la descongelación utilizando protocolos con temperaturas más altas. 

Sin embargo, esta ventaja relativa había desaparecido después de 2 horas de incubación, en 

comparación con el método de descongelación lenta (30°C, 50 segundos) (Doležalová et al., 

2017). 

En un estudio con semen de Yak se encontró que a excepción de la movilidad después de 

la descongelación en agua a 35°C durante 60 segundos y a 37°C durante 30 segundos, la mejor 

calidad seminal fue la obtenida por la descongelación a 75°C durante 9 segundos, además la 

descongelación 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 está lejos de ser un método práctico para descongelar 

las pajillas, especialmente en condiciones de campo (Muiño 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 descongelación 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 difíciles de controlar y 

garantizar, ya que las largas distancias o la no disponibilidad de agua limpia dificulta hacer un 

correcto proceso de descongelación con agua. Otra desventaja de la descongelación con agua es 

que el tapón de algodón de la pajilla explote si no se mueve esta una o dos veces antes de ponerla 

en el baño de agua caliente (Solano y Ramónez, 2013). 
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Se ha observado que el aire es un método de descongelación factible para distintas células 

y tejidos vitrificados (Wolkers & Oldenhof, 2015). La conducción de calor por medio de aire 

caliente proporciona una solución práctica y confiable que soporta los requisitos de Buenas 

Prácticas de Manufactura, sin la necesidad de utilizar agua que puede resultar en una fuente 

potencial de contaminación (Cook Regentec, 2016). 

Sin embargo, no hay estudios realizados sobre descongelación de pajillas de bovino con 

aire caliente. Algunos estudios han utilizado el aire para la descongelación de pajillas en equinos 

y en humanos. En sementales se ha evaluado la descongelación con agua caliente, aire, agua 

fría, y baño de hielo, donde la descongelación con agua caliente dio los mejores resultados 

espermáticos (Mottershead, 2000). 

En un estudio con semen de humanos se utilizó la descongelación con aire de pajillas, 

resultando en una mejor supervivencia espermática a 20°C o 35°C en aire que otros métodos de 

descongelación (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 

observó un efecto positivo de la metodología de descongelación con agua en los parámetros 

espermáticos como movimiento lineal rápido, mayor viabilidad, menos daño en el acrosoma y 

menor peroxidación lipídica (Martínez-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 descongelación con aire condujo bajas tasas de transferencia de 

calor por el espesor de la tapa de plástico y el fluido externo, con una alta posibilidad de 

formación de hielo debido a la desvitrificación o recristalización a comparación del agua, ya que 



42 

 

el agua como fluido de calentamiento por inmersión permite una mayor tasa de transferencia de 

calor. 

En una investigación con ovocitos de ratón MII "vitrificados" informaron que la 

supervivencia está determinada principalmente por la tasa de calentamiento. La velocidad de 

enfriamiento tiene poco efecto, siempre que se calienten lo más rápido posible (alrededor de 

3000°C por minuto) (Seki & Mazur, 2008). El calentamiento lento es perjudicial porque deja 

tiempo para que los pequeños cristales de hielo intracelulares formados durante el enfriamiento 

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

2.3. Marco Legal 

Constitución Política de Colombia de 1991. Artículo 65. La producción de alimentos 

gozará de la especial protección del Estado. Para tal efecto, se otorgará prioridad a las 

actividades agrícolas, pecuarias, pesqueras, forestales y agroindustriales. 

Ley 29 de 1990 dicta disposiciones para el fomento de la investigación científica y el 

desarrollo tecnológico y dispone que le corresponda al Estado promover y orientar el adelanto 

científico. 

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

Biotecnología del Convenio sobre la Diversidad Biológica. 

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

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

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

como productor de material genético.   
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3. Metodología 

3.1. Tipo de Investigación 

El presente estudio fue de tipo experimental cuantitativo, con el cual se evaluó la 

integridad funcional de los espermatozoides bovinos sometidos a dos métodos de descongelación 

con diferentes tasas de calentamiento. 

3.2. Población y Muestra 

El tamaño de la muestra fue de 150 pajillas, las cuales tuvieron una semana de 

almacenamiento, las mismas fueron procesadas bajo un protocolo estándar con el diluyente 

Triladyl® + yema de huevo, con una concentración final de 60 x 106 espermatozoides/ml, 

envasado en pajillas de 0.5 ml, con descenso gradual de temperatura durante cuatro horas, 

congelación convencional en vapores de nitrógeno líquido y almacenamiento final en un tanque 

de almacenamiento seminal. 

3.3. Diseño Estadístico  

Consistió de un diseño de tipo factorial, donde el factor A correspondió al método de 

descongelación, el factor B, hizo referencia a la temperatura a descongelar y el factor C al 

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

Factor A 

Modelo de 

descongelación 

Factor B 

Temperatura 

descongelació

n 

(°C) 

Factor C 

Tiempo 

descongelación 

(Seg) 

Muestras 

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 

Agua 

36 30           

38 30           

40 30           

Aire 

36 26           

38 27           

40 28           

Nota: Esta tabla muestra el tipo de diseño a implementar, en donde se evaluaron un total de 50 

muestras (25 muestras con descongelación mediante agua caliente y 25 muestras con aire 

caliente) por cada parámetro de calidad espermática (movilidad, viabilidad y morfología). 

3.4. Hipótesis 

La descongelación de semen bovino con un flujo de aire caliente permitirá obtener 

parámetros de calidad espermática similares o superiores a los obtenidos con la descongelación 

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 Morfología, se evaluaron en porcentaje 

3.6. Fases de Investigación 

3.6.1. Fase Pre-experimental 

3.6.1.1. Modelo de Descongelación por Aire. Para la elaboración del dispositivo experimental se 

requirió 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 (1,5 in X 1m de largo) 

o Termómetro digital (marca buzzle) 

3 niveles 

3 velocidades 
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Figura 4 Termómetro digital Buzzle (32°C-42,9°C) 

o Cronómetro 

3.6.1.2. Toma de Temperatura y Tiempo para la Descongelación. Para saber a qué 

tiempo se llegó a las temperaturas 36°C, 38°C y 40°C se procedió de la siguiente manera: 

a) Como podemos observar en la Ilustración 5, insertamos la boquilla del secador a 

un extremo del tubo de PVC y al otro la punta del termómetro 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 planteó de la siguiente manera: 

▪ Se observó que luego de 25 segundos de encendido el secador con el nivel 

de temperatura 1 la temperatura se mantuvo en 32°C, es aquí 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 más de 40°C a 

mayor tiempo con este nivel, de este análisis se prosiguió 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. Evaluación de la Movilidad y Cinemática de los Espermatozoides. Este análisis 

computarizado se realizó exclusivamente a las muestras de semen refrigerado. Además, para 

evaluar las muestras se utilizó el (Computer Assisted Motility Analysis, SCA®) CASA a través 

del (Sistema Integral de Análisis de Semen) ISAS® (Broekhuijse et al., 2011). Para tal fin, se 

colocó una alícuota de semen de 5µL, en la SpermTrack®, para luego ser llevada al microscopio 

de contraste de fases a 200X de aumento y analizada utilizando el software en el módulo de 

motilidad mencionado, conectado a un procesador Intel Core I5, la intensidad de la fuente de 

iluminación y el desplazamiento de la cámara será igual para todas las muestras (Ruiz et al., 

2015).  
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3.6.2.2. Evaluación de la Vitalidad Espermática. La vitalidad espermática se valoró 

mediante la prueba de eosina-nigrosina modificada, en el semen fresco y congelado (Brito et al., 

2011). 

En la cual se adiciono en una lámina de portaobjetos una alícuota de 10 μL de semen y 10 

μL 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 inmersión 

de 100X, cuantificando un total de 100 espermatozoides para la evaluación de la vitalidad 

espermática; En donde se tuvo presente que los espermatozoides con la integridad de la 

membrana dañada (muerto), se observara de color rosado oscuro, por el contrario, en los 

espermatozoides vivos, se evidenciara de color blanco (no teñidos) (Zhu & Liu, 2000; 

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

3.6.2.3. Evaluación de la Morfología Espermática. La integridad funcional de la 

membrana celular de los espermatozoides se justipreció mediante la prueba de hinchazón 

hipoosmótica (HOST) (Přinosilová et al., 2014;  Khalil et al., 2019). 

Bajo la metodología de Quintero-Moreno et al., (2003): se manejó una solución con una 

osmolaridad de 154 mOsnm/mL. Las muestras criopreservadas, se prepararon en viales de 2 mL 

por muestra seminal. Se vertió en cada uno de los viales, 100 μL de la solución HOST (154 

mOsm) y 10 μL del semen y se mantiene por 30 min a baño María a 37°C, 38°C y 40°C. Al 

término del tiempo, se llevó 10 μL de la solución (semen + medio) y se realizaron los extendidos 

a los portaobjetos.  

Una vez, listas las muestras (secas y fijadas) se tiñeron con la tinción Diff-Quick. Las 

muestras se evaluaron en el microscopio óptico con el objetivo de inmersión de 100X. Se 

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

morfoanomalías.  

Las morfoanomalías a tener en cuenta para el análisis partieron las de tipo primarias: 

defectos de cabeza (tamaño y apariencia) y secundarias: solo cabeza y solo cola. El resultado 

final se expresó en porcentaje e indica la proporción de malformaciones, aceptándose no más del 

25%. (Quispe, 2018). 

3.6.2.4. Análisis Estadístico. Los datos se sometieron a un análisis de varianza, 

considerando un experimento factorial, donde el factor A es el método de descongelación y 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. Según resultados, se 

tendrá en cuenta un análisis de medidas repetidas. Se utilizó el software InfoStat. 
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4. Resultados y Discusiones 

4.1. Efecto sobre la Movilidad y Cinemática Espermática 

En el presente estudio los resultados de calidad posdescongelación de toro fueron 

variables. Los resultados de los parámetros cinéticos y de movilidad espermática en la Tabla 3. 

Tabla 3 Efecto del protocolo de descongelación sobre la movilidad y cinemática espermática 

 

Agua Aire 

36°C 38°C 40°C 36°C 38°C 40°C 

MT 
65,60 ± 1,24 

(3,21%) b 

70,24 ± 1,10 

(5,2%) a 

69,11 ± 1,24 

(1,84%) ab 

50,65 ± 1,32 

(13,88%) d 

56,14 ± 1,16 

(4,83%) c 

59,16 ± 1,32 

(1,88%) c 

MP 
35,23 ± 1,12 

(9,11%) a 

35,2 ± 1,00 

(8,75%) a 

33,71 ± 1,12 

(9,52%) a 

20,81 ±1,20 

(17,02%) c 

27,92 ± 1,06 

(11,57%) b 

31,77 ± 1.20 

(7,68%) ab 

VCL 

40,41 ± 0,97 

(2,72%) a 

41,75 ± 0,87 

(2,72%) a 

39,79 ± 0,97 

(3,34%) a 

34,23 ± 1,04 

(18,67%) b 

37,92 ± 0,92 

(5,72%) ab 

40,53 ± 1,04 

(2,66%) a 

VSL 

26,8 ± 3,55 

(38,43%) a 

21,95 ± 3,18 

(55,76%) a 

15,70 ± 3,55 

(56,69%) a 

17,9 ± 3,8 

(60,73%) a 

27,04 ± 3,35 

(30,62%) a 

25,76 ± 3,8 

(33,19%) a 

VAP 

33,39 ± 2,53 

(21,74%) a 

30,24 ± 2,26 

(26,32%) a 

23,16 ± 2,53 

(31,13%) a 

23,76 ± 2,7 

(40,28%) a 

28,11 ± 2,38 

(13,55%) a 

31,80 ± 2,7 

(19,25%) a 

ALH 

1,85 ± 0,23 

(22,16%) a 

2,07 ± 0,2 

(22,71%) a 

1,9 ± 0,23 

(16,32%) a 

1,9 ± 0,24 

(32,11%) a 

2,09 ± 0,21 

(53,59%) a 

1,79 ± 0,24 

(27,37%) a 

BCF 

6,2 ± 1,04 

(59,19%) a 

6,05 ± 0,93 

(26,61%) a 

5,53 ± 1,04 

(60,22%) a 

5,87 ± 1,11 

(53,32%) a 

4,63 ± 0,98 

(65,23%) a 

4,87 ± 1,11 

(54,21%) a 

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

(μm/seg); VAP= velocidad media (μm/seg); VSL= velocidad lineal (μm/seg); ALH: 

desplazamiento lateral de la cabeza (μm). BCF: frecuencia de entrecruzamiento (Hz). Los 

resultados se expresan como media ± error estándar. Letras diferentes en la misma fila denotan 

diferencia estadística significativas (p≤0.05). 

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

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

la metodología de aire se encontraron resultados superiores entre los tratamientos 38°C y 40°C 
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para el parámetro MT (56, 14 ± 1,16% y 59,16 ± 1,32%); sin embargo, para los parámetros VSL, 

VAP, ALH y BCF no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los tres 

tratamientos. 

Para la investigación los indicadores MT, MP y BCF, se consideraron como indicadores 

de fertilidad (Hernández-Corredor et al., 2020), mientras que VCL se asoció con una baja 

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

Los valores de MP del presente estudio a excepción de aire 36°C (20,81 ±1,20%) y 38°C 

(27,92 ± 1,06%) están dentro de las recomendaciones de la norma ISO 9002, que establecen que 

la dosis inseminante debe tener un mínimo de 8 millones de espermatozoides con motilidad 

progresiva. Este número puede reducirse a 6 millones si el semen posee más 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 

μm/seg, donde el VSL es siempre el valor de velocidad más 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 inseminación, pero podría 

ser aceptable para FIV, la disminución de ALH y VCL, podrían ser beneficiosas en muestras de 

esperma para IA, mientras que la disminución de VAP podría ser perjudicial para la fertilidad 

(Hernández-Corredor et al., 2013). Se acepta universalmente como características distintivas de 

los espermatozoides hiperactivos valores de VCL superior a 70 μm/s y de ALH superior a 7 μm 

(Kathiravan et al., 2011). Sin embargo, en el presente estudio se observó un VCL y ALH bajo 

para todos los tratamientos.  
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Mottershead (2000) menciona que la descongelación de pajillas de sementales con agua 

caliente da mejores resultados que el aire; agua fría; y baño de hielo, al igual que en la 

investigación de Martínez-Soto et al. (2011) en el que obtuvieron un efecto positivo en los 

parámetros espermáticos con semen en humanos en la metodología de descongelación a 37°C en 

agua en comparación a la descongelación a temperatura ambiente y luego a 37°C en aire. Esto 

pudo deberse a la baja transferencia de calor en aire, ya que según el estudio de Santos et al. 

(2018), la descongelación con aire en el sistema abierto y cerrado de CRYOTOP®, debido al 

espesor de la tapa de plástico y el fluido externo condujo a bajas tasas de transferencia de calor a 

comparación del agua.  

Sin embargo, en la investigación de Mahadevan & Trounson (1984) con espermatozoides 

humanos criopreservados, la descongelación lenta en aire a 20°C o 35°C en una superficie seca 

resultó en una mejor criosupervivencia de los espermatozoides en términos de porcentaje vivo y 

porcentaje de movilidad a cero y tres horas de incubación que los otros métodos de 

descongelación más lentos o más rápidos probados. Esto pudo deberse a que las bajas 

temperaturas de descongelación luego de ser incubadas podrían dar mejores parámetros en 

movilidad y cinética (Akmal et al., 2015), lo que podría indicar que a un mayor tiempo de 

descongelación con aire podría dar mejores resultados, sin embargo, esto aún no se ha probado. 

4.2. Efecto en la Vitalidad Espermática 

La prueba de eosina nigrosina permite ver detalles estructurales de los espermatozoides, 

además de poder observar la vitalidad de los mismos, ya que estos no son permeables al 

colorante cuando la membrana está intacta (Varner & Johnson, 2007).  
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En la presente investigación se logró una mejor vitalidad para la descongelación 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 descongelación con agua (P≤0,05) (Figura 6).  

Se observó que el método de descongelación con agua causo más daños 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 plasmática entre otras afecciones celulares. Estos 

daños pueden causar una disminución de la vitalidad y funcionamiento de los espermatozoides 

sobrevivientes al daño criogénico, daños que pueden ser subletales y / o letales (Varghese et al., 

2016), como lo observado en la presente investigación. 

 

Figura 6 Efecto del protocolo de descongelación sobre la vitalidad espermática 

Nota: Pos-Pos= Positivo-Positivo (%), Pos-Neg= Positivo-Negativo (%), Neg-Pos= Negativo-

Positivo (%), Neg-Neg= Negativo-Negativo (%). Los resultados se expresan como media ± error 

estándar. Letras diferentes denotan diferencia estadística significativas (p≤0.05). 
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4.3. Efecto en la Morfología Espermática 

Los resultados de morfología espermática se presentan en la Figura 7. 

 

Figura 7 Efecto del protocolo de descongelación sobre la morfología espermática 

Nota: Micro= Microcéfalo (%), Macro= Macrocéfalo (%), SoloCa= Solo Cabeza (%), Lanc= 

Lanceolados (%), Nor= Normales (%), SoloCo= Solo Cola (%). Los resultados se expresan 

como media ± error estándar. Letras diferentes denotan diferencia estadística significativas 

(p≤0.05). 

Se observa un resultado mayor para morfología 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 descongelación 

con agua 36°C y 38°C (28,54 ± 3,33% y 31,02 ± 2,35%), respectivamente. Para la condición de 

solo cabeza, no existieron diferencias significativas (P≤0,05). 

En términos generales para las anormalidades de macrocefalia, microcefalia y 
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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 

relación a los tratamientos de descongelación con aire; siendo un efecto negativo para una 

calidad espermática deseable. 

Estas alteraciones se producen por una espermatogénesis o espermiogénesis defectuosas, 

por herencia, enfermedades, estrés por calor o frío, exposiciones a condiciones medio 

ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 días) o por el uso de técnicas 

inadecuadas en la manipulación del semen (Hopper & King, 2014; Posado-Ferreras, 2014). 

Para la presencia de solo cola no se presentan diferencias estadísticamente significativas 

con la descongelación 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% 

situándose 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 

espermáticas para la IA porque probablemente conduciría a la subfertilidad ya que existe una 

correlación entre defectos espermáticos e infertilidad (Mallma Marca, 2019). 

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

acceden al óvulo. 
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5. Conclusiones 

La descongelación con agua confiere mejores resultados en los parámetros de MT y MP 

que el resto de las temperaturas en aire, sin embargo, no se encontraron diferencias para los 

parámetros VCL, VSL, VAP, ALH y BCF con la descongelación con aire.  

Los problemas relacionados en la vitalidad de los espermatozoides en cuanto a la 

integridad estructural de la membrana plasmática 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 investigación se evidencia un alto porcentaje de 

espermatozoides vivos mediante el método de descongelación propuesto con flujo de aire 

caliente.  

Solo se evidencian 2 anormalidades espermáticas de la presencia de solo cola y solo 

cabeza que corresponden a anormalidades secundarias, en donde indicarían que el daño se ha 

producido del epidídimo o por manejo inadecuado a nivel de laboratorio, sin embargo, estas 

anormalidades poseen una recuperación mejor que las primarias. 

El método de descongelación con aire en altas tasas de calentamiento muestra ser una 

alternativa, viable y eficiente que provee ventajas sobre la protección de la integridad estructural 

y funcional de los espermatozoides bovinos, en comparación con la descongelación convencional 

con agua. 

Por lo tanto, se acepta la hipótesis alternativa planteada de que la descongelación de 

semen bovino con un flujo de aire caliente permite obtener parámetros de calidad espermática 

similares o superiores a los obtenidos con la descongelación 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 descongelación con aire a (42° y 44°) para 

obtener mejor referencia de datos en los resultados, ya que como pudimos observar en esta 

investigación que al manejar más temperatura se obtenía mayor calidad espermática; y con esto 

hacer una mejor comparación entre los dos métodos de descongelación para poder optimizar el 

nuevo protocolo de descongelación. 

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigación se sugiere crear un 

dispositivo electrónico que estandarice los tiempos (26”, 27” y 28”) y las temperaturas evaluadas 

(36°, 38° y 40°) en la descongelación con aire para no sobrepasar los rangos de tiempos y 

temperaturas, y con esto evitar muerte de espermatozoides por sobrepasarse al momento de la 

descongelación. 

Se sugiere evaluar en futuros estudios la influencia del método de aire con diferentes 

tasas de calentamiento sobre la capacitación espermática, la capacidad fertilizante in vitro e in 

vivo. 
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