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Resumen 

Impacto del tiempo de almacenamiento sobre el metabolismo de espermatozoides 
bovinos criopreservados 

 

Se ha observado que el almacenamiento del semen en condiciones de criopreservación 

afecta la viabilidad de los espermatozoides. Sin embargo, no está claro como el tiempo de 

almacenamiento afecta la calidad seminal. Algunas investigaciones han mostrado cambios 

en la cinética espermática a mayor tiempo de almacenamiento, mientras otros estudios no 

han mostrado efecto por periodos largos de almacenamiento. Sin embargo, las 

investigaciones diseñadas para identificar una disminución en el rendimiento del semen 

crioconservado en función del tiempo de almacenamiento son escasas. Por lo tanto, el 

objetivo de la investigación fue evaluar aspectos relacionados con el metabolismo y la 

integridad de espermatozoides bovinos criopreservados con diferentes tiempos de 

almacenamiento en nitrógeno líquido. Se evaluó la movilidad y cinética espermática con 

un sistema CASA-IVOS, la funcionalidad de la membrana mediante la prueba Host, la 

morfología con la tinción con eosina-nigrosina, la estabilidad de membrana con 

Merocianina 540, la actividad mitocondrial con DiOC6, el contenido de calcio intracelular 

con el indicador fluorescente Fura-2AM y la producción de especies reactivas de oxígeno 

(EROs) con DHR123 mediante citometría de flujo (FORTESSA LSR, BD Biosciences, EE. 

UU.). Para el análisis estadístico los datos se agruparon en tres periodos de 

almacenamiento (0-10, 11-20 y 21-30 años), se realizó el ajuste de modelos mixtos y se 

compararon las medias mediante la prueba de Tukey. Mediante un análisis de regresión 

se determinó la relación entre las variables dependientes y el tiempo de almacenamiento. 

No se encontraron diferencias en motilidad total y cinética espermática en relación con los 

grupos por tiempo de almacenamiento (p>0.05), mientras que, la motilidad progresiva fue 

mayor en el grupo de 11-20 años, en comparación con 0-10 años (p<0.05). Sin embargo, 

el análisis de regresión mostró la reducción de diferentes parámetros de movilidad y 
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cinética, que fueron altamente dependientes del toro de proveniencia de las muestras 

seminales (p>0.05). Para HOST se observó que el grupo de 21-30 años tuvo la menor 

funcionalidad de la membrana (p<0.05). Se observó que la morfología de la cabeza fue 

diferente entre los grupos de 0-10 y 11-20 años (p<0.05), mientras que se observó mayor 

proporción de anormalidades totales y de la pieza media para el grupo de 21-30 años 

(p>0.05). Se encontró mayor proporción de espermatozoides M540-bajo en los grupos de 

11-20 y 21-30 años de almacenamiento, siendo este último grupo, el que tuvo mayor 

proporción de células con alto flujo de calcio (Fura-Alto). La población de células con alto 

potencial de membrana mitocondrial (DiOC-Alto) fue mayor para el grupo de 11-20 años 

en relación con el grupo de 0-10 años (p>0.05). En conclusión, largos periodos de 

almacenamiento del semen bovino criopreservado pueden afectar negativamente la 

movilidad, cinética, integridad funcional de la membrana y morfología de los 

espermatozoides, sin embargo, lo anterior está condicionado por el efecto diferencial del 

individuo (toro). La estabilidad de la membrana plasmática, el flujo de calcio intracelular y 

la actividad mitocondrial de los espermatozoides sufren modificaciones atribuibles al efecto 

de largos periodos de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 

Palabras clave: Evaluación, metabolismo, espermatozoides, criopreservación, 
tiempo de almacenamiento, bovino. 
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Abstract 

Impact of storage time on the metabolism of cryopreserved bovine spermatozoa 
 

Storage of semen under cryopreservation conditions has been observed to affect sperm 

viability. However, it is not clear how storage time affects semen quality. Some research 

has shown changes in sperm kinetics with longer storage times, while other studies have 

shown no effect for long storage periods; however, research designed to identify a 

decrease in the performance of cryopreserved semen as a function of storage time are 

scarce. Therefore, the objective of the research was to evaluate aspects related to the 

metabolism and integrity of cryopreserved bovine spermatozoa with different storage times 

in liquid nitrogen. Sperm motility and kinetics were evaluated with a CASA-IVOS system, 

membrane functionality using the Host test, morphology with eosin-nigrosin staining, 

membrane stability with Merocyanine 540, content of intracellular calcium with the 

fluorescent indicator Fura-2AM, mitochondrial activity with DiOC6 and the production of 

reactive oxygen species (ROS) with DHR123, were assessed by flow cytometry. For the 

statistical analysis, the data were grouped into three storage periods (0-10, 11-20 and 21-

30 years), the adjustment of mixed models was carried out and the means were compared 

using the Tukey test. Using a regression analysis, the relationship between the dependent 

variables and storage time was determined. No differences were found in total motility and 

sperm kinetics in relation to the groups by storage time (p>0.05), while progressive motility 

was higher in the group of 11-20 years, compared to 0-10 years (p<0.05). However, the 

regression analysis showed the reduction of different motility and kinetic parameters, which 

were highly dependent on the bull from which the semen samples were obtained (p>0.05). 

For HOST, it was observed that the group of 21-30 years had the lowest membrane 

functionality (p<0.05). It was observed that head morphology was different between the 

groups of 0-10 and 11-20 years (p<0.05), and a higher proportion of total and midpiece 

abnormalities was observed for the 21-30 years group (p>0.05). A higher proportion of 

M540-low spermatozoa was found in the groups of 11-20 and 21-30 years of storage, being 
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this last group, the one that had the highest proportion of cells with high calcium flow (Fura-

High). The population of cells with high mitochondrial membrane potential (DiOC-High) was 

higher for the group of 11-20 years, compared to the group of 0-10 years (p>0.05). In 

conclusion, long periods of storage of cryopreserved bovine semen can negatively affect 

the motility, kinetics, functional integrity of the membrane and morphology of the sperm, 

however, this is conditioned by the differential effect of the individual (sire). The stability of 

the plasmatic membrane, the intracellular calcium flux and the mitochondrial activity of the 

sperm suffer modifications attributable to the effect of long periods of storage in liquid 

nitrogen. 

 

Keywords: Evaluation, metabolism, spermatozoa, cryopreservation, storage time, 
bovine. 
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Introducción 

 

Es generalmente conocido que el proceso de crioconservación provoca una disminución 

de aproximadamente un 50% en la viabilidad de los espermatozoides debido a la 

temperatura y efectos osmóticos (Thomas et al., 1998). La congelación durante la 

criopreservación se realiza principalmente para detener los procesos metabólicos de los 

espermatozoides, lo que permite el almacenamiento indefinido para un futuro uso o para 

el transporte a lugares distantes (Curry, 2000). Se sabe que estos procesos dañan los 

espermatozoides debido a cambios durante el proceso biotecnológico, el estrés tóxico y 

osmótico representado por la exposición a crioprotectores y la formación y disolución de 

cristales de hielo extracelulares (Januskauskas et al., 2003; Watson, 2000).  La extensión 

del daño de la membrana puede variar desde cambios en la organización, fluidez, 

permeabilidad y composición lipídica de la bicapa de la membrana hasta la ruptura total de 

la membrana (Thomas et al., 1998; Watson, 1981). Se ha demostrado que los 

espermatozoides de diferentes especies pueden mantener su capacidad fertilizante incluso 

después de décadas de almacenamiento en nitrógeno líquido (Feldschuh et al., 2005), 

aunque existe una disminución de la viabilidad del espermatozoide que conlleva a una 

disminución de la capacidad fertilizante (Watson, 2000), cuando el semen se almacena 

durante largos períodos de tiempo, y esto puede estar asociado con la mortalidad 

embrionaria (Salisbury, 1967).  

 

Durante la capacitación espermática ocurren dos eventos relevantes; la elevación del 

calcio intracelular y activación de la adenilciclasa que provoca la activación de la 

proteinquinasa A la cual fosforila un serie de proteínas (Breitbart, 2002). Sin embargo, 

durante la criopreservación, los espermatozoides no logran moderar adecuadamente los 

niveles normales de calcio interno. Se cree que las membranas reestructuradas y las 

asociaciones de proteínas lipídicas distorsionadas favorecen una mayor entrada de iones 
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de calcio en la criopreservación (Lemma, 2011). Durante este proceso (criopreservación) 

las proteínas de membrana y la organización de los lípidos cambian drásticamente 

(Gadella et al., 2008). La crioconservación puede inducir e imitar la desestabilización de 

los mismos lípidos, lo que explica las diferentes concentraciones de Ca2+  (Albrizio et al., 

2015; Gualtieri et al., 2021). 

 

Las modificaciones de las proteínas mitocondriales y glucolíticas durante la 

crioconservación podrían ser en parte responsables de la movilidad reducida de los 

espermatozoides congelados y descongelados debido a la falta de producción de ATP 

(Peris et al., 2020). Además, otra proteína (HSP90) localizada en el flagelo y relacionada 

con la estructura del esperma y el metabolismo del ATP también disminuye en abundancia 

durante la criopreservación (Zhang et al., 2015). 

 

La generación de EROs en las células somáticas es el resultado de la fuga de electrones 

de la cadena de transporte de electrones mitocondrial durante la respiración celular, y se 

estima que el 2 % del oxígeno consumido se convierte en anión superóxido (O2
−•) a través 

de esta ruta (Boveris & Chance, 1973). Este estrés oxidativo del semen de los mamíferos 

durante el enfriamiento puede causar daño estructural y funcional a los espermatozoides 

(Baumber et al., 2005) a través de la peroxidación de lípidos, estos efectos nocivos 

incluyen la pérdida de capacidad para regular las concentraciones de iones intracelulares 

involucrados en la funcionalidad y viabilidad de los espermatozoides (Wang et al., 1997).  

 

La elevación de la concentración de calcio intracelular durante el proceso de enfriamiento 

contribuye a iniciar cambios de hiperactivación y desarrollo de eventos de fusión entre la 

membrana plasmática y la membrana acrosomal externa. Como consecuencia de lo 

anterior, cabe esperar una disminución de la capacidad fertilizante del semen (J. L. Bailey 

et al., 2000; Watson, 2000). Cada alteración de la fluidez de la membrana espermática 

durante el proceso de criopreservación puede cambiar la integridad de la membrana 

espermática (De Leeuw et al., 1993, Yildiz et al., 2015). Los dos factores principales que 

afectan la fluidez son las concentraciones relativas de fosfolípidos y colesterol, de manera 

que una mayor concentración de fosfolípidos da como resultado una membrana más fluida 

(Lemma, 2011). A medida que las membranas se enfrían, los lípidos pasan de un estado 

fluido normal a un estado cristalino líquido, en el que las cadenas de ácidos grasos se 

desordenan (Medeiros et al., 2002). La codificación de fosfolípidos (es decir, el colapso de 
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la distribución transversal asimétrica) se asocia con una mala configuración de proteínas y 

lípidos; cambios morfológicos en la organización, fluidez, permeabilidad de las membranas 

espermáticas y disrupción de las interacciones proteína-lípido (Gadella & Harrison, 2002) 

alterando la actividad fisiológica espermática (Medeiros et al., 2002). La crioconservación 

también puede afectar la expresión de genes como los genes que codifican las inhibinas α 

y β, que son candidatos potenciales como marcadores de fertilidad porque ambos están 

significativamente asociados con la integridad y motilidad de los espermatozoides ((Mishra 

et al., 2013). 

 
En general, el daño producido por el choque por frío se manifiesta como disminución del 

metabolismo celular, alteración de la permeabilidad de la membrana, pérdida irreversible 

de la motilidad y aumento del número de espermatozoides muertos (Lemma, 2011). Los 

parámetros de calidad del esperma evaluados en laboratorio incluyen la motilidad, además 

de la evaluación de la integridad de diversas estructuras, como la membrana celular y las 

mitocondrias (Nazari et al., 2021). En cualquier caso, la presunción de no daño a los 

espermatozoides durante la criopreservación está condicionada a que el semen se 

almacene intacto en nitrógeno líquido (Haugan et al., 2007). 

 

No obstante, uno de los aspectos importantes respecto al almacenamiento del semen en 

condiciones de criopreservación, está en el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la 

calidad y potencial fertilizante de los espermatozoides posdescongelados; y a pesar de 

que algunos estudios han abordado este aspecto de forma experimental, aún persisten 

muchos vacíos de su impacto sobre diferentes aspectos de la función y el metabolismo del 

espermatozoide. En un estudio de Malik et al., 2015 se utilizaron cuatro toros Holstein-

Friesian y evaluaron el semen almacenado durante uno a seis años en nitrógeno líquido; 

la viabilidad de los espermatozoides descongelados no disminuyó significativamente entre 

el almacenamiento de 1 a 2 años, mientras que la viabilidad fue significativamente menor 

a mayor tiempo de almacenamiento a los 3, 4, 5 y 6 años. En un estudio de Akyol et al., 

2018, se evaluó semen de toro de la raza Pardo Suizo con 2 y 30 años de almacenamiento 

en nitrógeno líquido, en los resultados no se observaron diferencias en términos de 

motilidad total y progresiva, mientras el estrés oxidativo fue mayor en esperma almacenado 

a largo plazo. Igualmente en un estudio de Ramírez et al., 2016, donde se analizaron cinco 

grupos de dosis de semen de la raza Holstein con intervalos de 1, 10, 25, 40 y 45 años de 

almacenamiento a -196°C, el análisis comparativo de la motilidad total no mostró 
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diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento analizados. Sin embargo, 

los valores de VAP (85.8 ± 1.57% vs 99.03 ± 4.27%) y VCL (145.41 ± 3.34% vs 179.71 ± 

8.09%) fueron más bajos en esperma congelado a largo plazo. Estudios de Salisbury & 

Hart (1970), sugirieron que los espermatozoides congelados de bovinos tienen un bajo 

nivel de fertilidad y promueven un aumento de la mortalidad embrionaria después de 18 

meses de almacenamiento a -196°C. Prihantoko et al., 2020, realizaron estudios sobre el 

efecto del tiempo de almacenamiento sobre motilidad, viabilidad, integridad de la 

membrana y actividad mitocondrial con 3 años de almacenamiento a -196oC. La motilidad 

y la viabilidad de los espermatozoides no se vieron afectadas hasta el sexto mes de 

almacenamiento, mientras que la integridad de la membrana comenzó a disminuir en el 

tercer mes y la actividad de las mitocondrias disminuyó durante los 9 meses. Por lo tanto, 

la motilidad, la viabilidad y la integridad de la membrana posteriores a la descongelación 

de los espermatozoides de toros comenzaron a disminuir a los 6 meses de 

almacenamiento. 
 
En consecuencia con todo lo anterior y con la intensión de profundizar en la evaluación del 

impacto del tiempo de almacenamiento del semen bovino criopreservado, en aspectos 

convencionales y otros con escasos reportes como la actividad mitocondrial, la captación 

celular de Ca2+, la estabilidad de membrana y la producción de especies reactivas de 

oxígeno, se planteó como objetivo de esta investigación, evaluar aspectos relacionados 

con el metabolismo y la integridad de espermatozoides bovinos criopreservados con 

diferentes tiempos de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 

 



 

 
 

Hipótesis 

• Hipótesis alternativa: El almacenamiento a largo plazo de semen bovino en 

nitrógeno líquido genera alteraciones estructurales y funcionales de los 

espermatozoides que pueden comprometer su calidad posdescogelación. 

 

 

• Hipótesis nula: El almacenamiento a largo plazo de semen bovino en nitrógeno 

líquido NO genera alteraciones estructurales y funcionales de los espermatozoides 

que pueden comprometer su calidad posdescongelacion.  

 





 

 
 

Objetivos 

Objetivo General. 
 
Evaluar aspectos relacionados con el metabolismo y la integridad de espermatozoides 

bovinos criopreservados con diferentes tiempos de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 

 

Objetivos Específicos. 
 

Evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido de semen bovino 

sobre la movilidad y cinética espermática. 

 

Determinar el efecto del tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido de semen bovino 

sobre la estabilidad de la membrana plasmática y la actividad mitocondrial de los 

espermatozoides. 

 

Evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido de semen bovino 

sobre la viabilidad y la producción de especies reactivas de oxígeno. 
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1 Marco Teórico 

1.1 Criopreservación de semen bovino 
 

El objetivo de congelar células espermáticas es la producción de un banco de las 

mismas, teniendo a disposición un material sin plazo de vencimiento, potencializando 

la eficiencia de la reproducción animal (Amirat et al., 2004; Haugan et al., 2007), 

igualmente conserva la fertilidad masculina para técnicas de reproducción asistida u 

otras evaluaciones (Ezzati et al., 2020). Los espermatozoides son únicos entre las 

células en su forma y función. El método estándar para evaluar la fertilidad de machos 

reproductores, aparte de su capacidad para causar una preñez, es el examen del 

semen (Hafez & Hafez, 2000). Los primeros estudios de criopreservación se realizaban 

con nieve carbónica, a temperatura de -79°C, el uso del nitrógeno líquido a partir de la 

década de los 50’ del siglo pasado, lo sitúa como elemento de elección para la 

criogenización y almacenamiento del material genético a -196°C (Moreno & Galarza, 

2019). Sin embargo los espermatozoides pueden dañarse durante la congelación-

descongelación y, como resultado, su calidad, función y capacidad de fertilización 

pueden verse afectadas (Adamkovicova et al., 2016; Díaz et al., 2019). En general, 

entre el 40 % y el 50 % de la población de espermatozoides no sobrevive al proceso 

de criopreservación, incluso cuando se utilizan protocolos de 

enfriamiento/descongelación "optimizados" (Holt, 2000; Watson, 2000). Para el éxito 

de la criopreservación, es necesario que los espermatozoides se conserven por largos 

períodos sin dañar su capacidad de fecundación (Malik et al., 2015). 

 
 

En la actualidad se ha masificado la utilización de semen congelado para la 

inseminación artificial del ganado bovino, dado el incremento de la productividad en 

esta especie por el uso de machos de alta calidad genética; sin embargo, las tasas de 

concepción al primer servicio son todavía relativamente bajas (Cabrera & Pantoja, 

2012). Es importante considerar que en la evaluación de semen congelado se evalúan 

varios parámetros básicos postdescongelación: la viabilidad, la morfología y el 

porcentaje de espermatozoides con velocidad curvilínea, rectilínea y media por dosis 
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inseminante (Catena, 1999), lo cual restringe el alcance y profundidad de la evaluación 

laboratorial del semen congelado bovino, representando un componente fundamental 

de los programas de reproducción animal (Crespilho et al., 2009). 

 
 
La criopreservación de espermatozoides tiene un interés tanto desde el punto de vista 

de la conservación de especies y razas amenazadas, como para uso del material 

criopreservado en programas de mejora genética en razas productivas (Moreno & 

Galarza, 2019). Además, la criopreservación facilita la distribución del semen a 

distancia, lo que ha contribuido en gran medida a la expansión de tecnologías 

reproductivas como la inseminación artificial y la fertilización in vitro en todo el mundo 

(Kumar et al., 2019). En ausencia de agentes crioprotectores y en menor medida con 

agentes crioprotectores, el choque frío y la inducción de la formación de cristales de 

hielo pueden conducir a la destrucción de orgánulos en los espermatozoides 

(Abdelhafez et al., 2009; Curry, 2000). 

 
 
En respuesta, la comunidad científica ha incrementado sus esfuerzos para comprender 

las diferentes tensiones que experimentan los espermatozoides de semental durante 

la congelación y descongelación, de modo que se puedan minimizar los daños 

derivados de la criopreservación (Peña et al., 2011).  
 
 
Un factor clave en la criobiología de los espermatozoides es que son células pequeñas 

con una gran superficie, estas características afectan la viscosidad y la temperatura de 

transición vítrea del citosol intracelular en los espermatozoides, lo que los hace menos 

susceptibles a posibles daños (Isachenko et al., 2003; Morris, et al., 2006) sin embargo 

están sujetos a una serie de alteraciones en su estructura, tales como dilatación y 

rompimiento a nivel de la membrana, con cambios de permeabilidad en la misma 

(Stradaioli et al., 2007). Los ácidos grasos, a su vez, están implicados en la 

organización estructural de las membranas de los espermatozoides, el metabolismo 

energético y las moléculas de señalización (Wood et al., 2016). 
 

 
Es conocido que los espermatozoides de los mamíferos son sensibles al proceso de 

criopreservación, debido a múltiples pasos como la adición del crioprotector, el proceso 
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de enfriamiento, el almacenamiento en nitrógeno líquido y la descongelación, viéndose 

reflejado en una disminución de la motilidad individual y viabilidad cuando se evalúa el 

semen descongelado (Rubio et al., 2009). El principal mecanismo que busca proteger 

la calidad del semen durante la criopreservación es evitar la formación de EROs para 

reducir el estrés oxidativo, durante el cual están involucrados fosfolípidos del 

espermatozoide, principalmente de la membrana interna del acrosoma, de la pieza 

media (región mitocondrial) y la cola (Stradaioli et al., 2007). Las EROs producen 

peroxidación lipídica conduciendo a daños en el ADN, roturas de cadenas de 

cromatina, y también daña la membrana plasmática, lo que explica la función 

defectuosa de los espermatozoides observada en una alta proporción de pacientes 

infértiles, lo que da como resultado la apoptosis celular (Raad et al., 2021). En el 

esperma de ratón, se analizó el papel y la interacción de los metabolitos glucolíticos 

con la fosforilación de tirosina, mientras que el resultado de esta interacción es la 

producción de energía, que es vital para la viabilidad y la motilidad del esperma 

congelado-descongelado (Goodson et al., 2012).  
 
 
Debido a su composición rica en colesterol y fosfolípidos e interacciones como cambios 

de temperatura y osmolaridad del medio, la membrana plasmática de los 

espermatozoides es el principal sitio donde ocurren las alteraciones cuando el semen 

sufre cambios en el proceso de criopreservación (Hernandez et al., 2017), en la cual, 

los daños causados son lesiones pequeñas, tanto en la membrana como en el citosol 

al final del proceso de criopreservación-calentamiento alterando su capacidad de 

fecundar (Nicolas et al., 2012). Por ende, existe una disminución de la viabilidad del 

espermatozoide que conlleva a una disminución de la capacidad fertilizante (Watson, 

2000). 
 
 
Los daños celulares originados durante el proceso de congelación-descongelación 

están amortiguados mediante la incorporación al diluyente de agentes crioprotectores 

(CPAs) (Meryman, 197; Bergeron & Manjunath, 2006). Estos agentes se pueden dividir 

en no permeables (azúcares, proteínas y lipoproteínas, que se adicionan mediante el 

uso de productos naturales como la yema de huevo y la leche descremada) (Bergeron 

& Manjunath, 2006). La rafinosa, sacarosa, albúmina, polietilenglicol y la 
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polivinilpirrolidona se agrupan como no permeables porque no pueden atravesar el 

plasma membrana. (Di Santo et al., 2012), La yema de huevo está encuadrado en el 

grupo de los crioprotectores no penetrantes. Los crioprotectores permeables son el 

dimetilsulfoxido, dimetilacetamida, dimetilformamida, etilenglicol o glicerol (Moreno & 

Galarza, 2019) , entre ellos, los más utilizados son el glicerol (Bergeron & Manjunath, 

2006). 

 
 
Con respecto al factor de tiempo de almacenamiento, los estudios de la motilidad de 

los espermatozoides han indicado un descenso en la viabilidad de los espermatozoides 

después del almacenamiento (Buch et al., 1956; Dunn & Hafs, 1953). Ashwood-Smith 

& Friedmann, 1979 establecieron que el límite superior para el almacenamiento en 

nitrógeno líquido se ha estimado en al menos 200 años. Sin embargo, el éxito de la 

criopreservación de esperma también depende de factores como el tipo de medios de 

congelación y tensiones mecánicas involucradas en el procesamiento del semen, como 

pipeteo, dilución, mezcla, embalaje, almacenamiento y transporte (Arav, 1999). 

 
 

1.2 Tasa de congelación ⁄ descongelación 
 

Los procedimientos de criopreservación se orientan a intentar minimizar los daños 

celulares que se producen durante la congelación y descongelación celular, estos incluyen, 

rotura de la membrana plasmática, desnaturalización y desplazamiento de las proteínas 

de membrana, membrana mitocondrial y acrosoma (Moreno & Galarza, 2019). Los 

protocolos de congelación están diseñados para minimizar estas agresiones mediante la 

adición de crioprotectores y el uso de tasas de congelación y descongelación adecuadas, 

y se espera que maximicen la supervivencia de los espermatozoides (Peña et al., 2011).  
 
 
Durante el procedimiento de crioconservación estándar, se involucran diferentes pasos, a 

saber, dilución del semen a 37°C con los diluyentes y CPAs seguido de enfriamiento a 4°C 

y equilibrado. Luego se realiza una congelación rápida para evitar la cristalización. 

Tampoco está claro cómo cada paso de procesamiento contribuye al daño general 

observado después de la descongelación (Khalil et al., 2018). Bratton et al., 1955 sugirieron 



12 Impacto del tiempo de almacenamiento sobre el metabolismo de 
espermatozoides bovinos criopreservados 

 
 

usar tasas de congelación de 1 a 2oC min entre 5 y -15oC y de 4 a 5oC min  entre -15 y -

79oC para criopreservación de semen de toro. El rango en el que los espermatozoides son 

más susceptibles al choque por frío inducido por la rápida velocidad de enfriamiento es de 

19 a 8oC. Los espermatozoides se pueden enfriar rápidamente (-0.7oC min) de 37 a 19oC 

sin incurrir en daños por choque frío. Sin embargo, durante el rango de sensibilidad al 

choque frío, el enfriamiento debe proceder a un tasa lenta (-0.05oC min) para evitar efectos 

nocivos sobre motilidad de los espermatozoides (Forero-Gonzalez et al., 2012). 
 
 
El retorno a las condiciones fisiológicas es crítico para la supervivencia celular, y los pasos 

involucrados en la descongelación exigen máximo cuidado con el tiempo, la temperatura y 

la manipulación de la pajilla; así por ejemplo, la descongelación de pajillas por más de 30 

segundos en temperaturas mayores a los 37°C redundará en mayor número de 

alteraciones espermáticas (Rodriguez et al., 1975; Villa Duque et al., 2016). Por lo general, 

la tasa de descongelación se realiza a 37 °C durante 30 segundos (entre 45 y 60 segundos) 

(Kumar et al., 2019). 

 
 

1.3 Metabolismo espermático 
 
Varios componentes del plasma seminal, incluidas diversas proteínas, interactúan con el 

esperma y se adhieren a la superficie de los espermatozoides después de la eyaculación, 

protegiendo la membrana del criodaño (Muiño-Blanco et al., 2008). En toro, las proteínas 

del plasma seminal (BSP) son proteínas de unión a fosfolípidos que promueven la 

capacitación de los espermatozoides y tienen un papel beneficioso en la función 

espermática, pero al mismo tiempo, estimulan la salida del colesterol y los fosfolípidos de 

la membrana plasmática disminuyendo la resistencia a la congelación de los 

espermatozoides, lo que va en detrimento de la post-descongelación del esperma 

(Manjunath et al., 2007).  
 
 
Durante la capacitación se producen alteraciones bioquímicas y ultraestructurales que 

modifican la fluidez de la membrana plasmática, la concentración de calcio intracelular, la 
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fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, la actividad de proteína quinasas A, C y 

tirosina quinasa y los patrones de motilidad, eventos dependientes de la carga energética 

de esta célula haploide (Naresh & Atreja, 2015; Yanagimachi, 1994). El primer evento en 

la capacitación es la elevación del calcio y bicarbonato intracelular para activar la adenil 

ciclasa (AC) para producir AMP cíclico, que activa la proteína quinasa A para fosforilar 

ciertas proteínas, también hay un aumento en la polimerización de actina y en la fosfolipasa 

C unida a la membrana. La proteína quinasa C abre un canal de calcio en la membrana 

plasmática (Breitbart, 2002; Pommer et al., 2003). 

 
 
El flujo de calcio (Ca2+) dentro del espermatozoide es fundamental para procesos como la 

capacitación espermática, reacción acrosómica y posterior fertilización del oocito (Florman 

et al., 1998; Triphan et al., 2007; Gualtieri et al., 2021), por lo tanto, cualquier daño celular 

que se refleje en las concentraciones de Ca2+ intracelular tiene un efecto perjudicial 

potencial sobre el rendimiento reproductivo del sujeto (Albrizio et al., 2015). Por ende los 

espermatozoides criopreservados exhiben un comportamiento similar al de la capacitación 

y parecen estar en un estado parcialmente capacitado debido a los cambios de membrana 

inducidas por la crioconservación que hacen que las células sean más activas en su 

entorno (Lemma, 2011). 

 
 
Los espermatozoides se componen de varios compartimentos encerrados dentro del 

citoplasma y las membranas mitocondriales. Estas membranas deben permanecer intactas 

y funcionales para permitir la competencia celular (O’Connell et al., 2002). Dos áreas 

principales de investigación han sido las mitocondrias y el metabolismo de los 

espermatozoides, ambas tienen amplias implicaciones en el campo de las biotecnologías 

del esperma, al mismo tiempo, las mitocondrias son la principal fuente de especies 

reactivas de oxígeno (Martín et al., 2020). En los rumiantes, hay dos vías metabólicas 

principales, la fosforilación oxidativa (OXPHOS) y la glucólisis, ambas producen la energía 

requerida para mantener la motilidad de los espermatozoides en forma de ATP (Losano et 

al., 2017). El ATP generado por OXPHOS en la membrana mitocondrial interna se 

transfiere a los microtúbulos para impulsar la motilidad (Zamboni, 1987). 

 
 
La fosforilación oxidativa produce mayor  cantidad de ATP por molécula de glucosa; sin 

embargo,  los espermatozoides de diferentes especies muestran variaciones en cuanto a 
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la dependencia en el metabolismo mitocondrial (Van et al., 1977), tal es el caso del 

espermatozoide de los bovinos que requieren del metabolismo mitocondrial para obtener 

movilidad (O’Connell et al., 2002; Storey, 2008). Las mitocondrias se envuelven 

estratégicamente alrededor de la pieza intermedia para proporcionar energía accesible a 

los filamentos de la cola, lo que facilita la propulsión eficiente de los espermatozoides tanto 

para llegar al ovocito como para penetrar en su zona pelúcida (O’Connell et al., 2002).  

 
 
Una molécula esencial para todos los organismos aeróbicos es el oxígeno, dado que es el 

principal recurso de energía, sin embargo el consumo de oxígeno genera diversos 

derivados, formas activas de metabolitos del oxígeno y moléculas peroxidadas, todas ellas 

conocidas como especies reactivas de oxígeno (EROs) (Chabory et al., 2010). 

 
 
En principio se consideraba que la producción de EROs era perjudicial para los 

espermatozoides, pues se pensaba que las EROs podían causar oxidación sin 

restricciones de varios componentes celulares, posteriormente, se logró determinar que 

las EROs no son necesariamente tóxicas para la célula, pues su toxicidad depende de su 

concentración y del contexto en el que se producen (de Lamirande et al., 1997; Said et al., 

2010)(de Lamirande et al., 1997). Cuando las EROs exceden a los sistemas de defensa, 

se provoca un estado que se denomina estrés oxidativo. El estrés oxidativo se produce al 

generarse una cascada de eventos intracelulares que puede resultar en la adaptación o 

en el daño celular,  el cual se puede regular por parte del sistema de defensa antioxidante, 

o puede provocar daños o incluso la muerte celular (Arenas et al., 2014). 
 
 
El espermatozoide requiere de un  metabolismo energético que genere  suficiente  energía 

libre para la movilidad flagelar, que ocurre de manera más eficiente en condiciones 

aeróbicas,  principalmente por OXPHOS a nivel de las mitocondrias  que  se  encuentran 

en la pieza intermedia del flagelo (Flores, 2015; Kamp et al., 1996), incrementando la 

frecuencia de batido flagelar y ayudando a mover la gameta a través del oviducto o salir 

del reservorio oviductal en el bovino (Garrett et al., 2008). Así, se ha confirmado que la 

producción de peróxido de hidrogeno (H2O2) por los espermatozoides, depende en gran 

medida de la actividad mitocondrial (Ford, 2004). 
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1.4 Efectos de la congelación sobre los 
espermatozoides 

1.4.1 Efecto de la congelación sobre el metabolismo espermático 

 

Hayashi & Isobe, 2005 informaron que la calidad del semen congelado y descongelado, 

incluida la viabilidad, la motilidad y las anomalías, es un factor crucial para una IA exitosa. 

Sin embargo, los espermatozoides están sujetos a cambios drásticos de temperatura, 

formación de cristales de hielo y diversos tipos de estrés (físico, osmótico y oxidativo) 

durante el proceso de criopreservación, que comprometen gravemente la calidad y la 

fertilidad del esperma (Ezzati et al., 2020; Watson, 1995). Ha habido un interés creciente 

por comprender los efectos del almacenamiento de semen a largo plazo en nitrógeno 

líquido sobre la supervivencia de los espermatozoides después de la descongelación 

(Haugan et al., 2007; Salisbury & Hart, 1970).  

 
 
Los primeros ensayos de campo demostraron que el semen bovino congelado a -79°C y 

empaquetado en hielo seco aún podía producir una alta fertilidad (Bratton et al., 1955). La 

mortalidad de los espermatozoides y la motilidad reducida no pueden explicar 

completamente la fertilidad reducida del semen crioconservado. Puede estar involucrado 

un mecanismo molecular más complicado, incluida la pérdida de proteínas de la superficie 

del esperma que son necesarias para la fertilización (Li et al., 2016). Thurston et al., 1999 

observaron variaciones tanto individuales como de raza en la calidad del semen en 

respuesta a la criopreservación en verracos. 

 
 
Las funciones celulares que disminuyen después de la congelación incluyen la viabilidad 

de los espermatozoides, el potencial de la membrana mitocondrial y la motilidad (Darr et 

al., 2016). La capacitación implica principalmente cambios de pH citosólicos y niveles 

crecientes de Ca2+  (Tanga et al., 2021). Los espermatozoides frescos, durante el proceso 

de capacitación fisiológica la membrana plasmática pierde colesterol para alcanzar un 

estado de desestabilización necesario para mejorar la permeabilidad de los iones de calcio 
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(Lin & Kan, 1996). Las mitocondrias son responsables de satisfacer las demandas de 

energía celular y el Ca2+ es necesario para la actividad de los intermediarios metabólicos 

(Albrizio et al., 2015). La criopreservación modifica la estructura del esperma y función de 

la membrana para favorecer la entrada de Ca2+ (Bailey et al., 2003), es por ello que los 

espermatozoides criopreservados exhiben un comportamiento similar al de la 

capacitación(Lemma, 2011). La maduración y capacitación de los espermatozoides son 

requisitos previos para una fertilización exitosa y a la vez están reguladas por la 

fosforilación de proteínas (Baker et al., 2012), entrada de iones de Ca2+ a las regiones 

perinucleares y el flagelo, igualmente la generación de cantidades controladas de EROs 

(Graham, 2001).  

 
 
Los extensores de yema de huevo, glicerol y el enfriamiento imitan efectivamente la 

capacitación volviendo frágil la membrana plasmática del espermatozoide capacitado, 

viéndose restringida la vida fértil y la fertilidad de toda la población peligraría por la 

proporción de esperma criocapacitado presente en la dosis de inseminación (Bailey et al., 

2003), estos autores concluyeron que los niveles de calcio intracelular aumentaban 

durante el enfriamiento y la congelación-descongelación que después de los pasos de 

dilución, estos espermatozoides pueden estar experimentando etapas de capacitación 

inducida por enfriamiento. 

 
 
En el estudio de Sun et al., 2020 la criopreservación durante 24 horas tuvo un efecto 

negativo sobre la morfología acrosómica, la motilidad y actividad enzimática acrosómica 

en el esperma de bovinos, caprinos y ovinos, en bovinos la motilidad fue de 68% en semen 

fresco frente a 44.6% poscongelación. También demostró que la tasa de integridad del 

acrosoma disminuyó significativamente después de la criopreservación de 98% a 94% 

respectivamente. 

 
 
En caballos si la IA debe realizarse dentro de las 12 h posteriores a la recolección de 

semen, los espermatozoides generalmente se dejan a temperatura ambiente. Si la 

longevidad de los espermatozoides debe mantenerse durante períodos más prolongados, 

los espermatozoides se enfrían (hasta 72 h) o se criopreservan (indefinido) para restringir 

la tasa metabólica de los espermatozoides. Esta restricción inducida por la temperatura 
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reduce la tasas de producción de EROs y de acidificación del semen a través de la 

acumulación de ácido láctico y CO2 de la glucólisis y OXPHOS, respectivamente, sin 

embargo, los espermatozoides de sementales, y de hecho de los hombres, no toleran los 

factores estresantes asociados con el enfriamiento o la criopreservación (Brinsko et al., 

2000; Nallella et al., 2004). 

 
 
Estas células diferenciadas terminalmente son particularmente vulnerables a tal estrés 

oxidativo durante la criopreservación porque su espacio citoplásmico limitado impone 

restricciones tanto a la concentración como a la distribución de enzimas antioxidantes 

intracelulares que protegen a la mayoría de los tipos de células del daño mediado por 

radicales libres (Jones et al., 1979; Rubio et al., 2009)(Jones et al., 1979). Así mismo el 

metabolismo intrínseco de los espermatozoides de mamíferos puede resultar en la 

generación de EROs como consecuencia de la fuga de electrones de la cadena de 

transporte de electrones mitocondrial (Koppers et al., 2008). 

 
 
La proporción de células que sobreviven al protocolo de crioconservación está 

determinada por la sensibilidad al estrés osmótico durante la adición y eliminación del 

crioconservador, y durante el enfriamiento y el recalentamiento (Watson, 2000). En cambio 

Holt & North, (1994) han demostrado que los signos de estrés manifestado por los 

espermatozoides luego de la descongelación no se relacionan solo con el estrés osmótico 

sufrido en el descongelado sino también con el estrés sufrido durante el congelado. 

 
 

1.4.2  Alteración en la motilidad  
 
La motilidad de los espermatozoides es una de las características más importantes 

asociadas con la capacidad de fertilización del semen y durante muchos años se ha 

reconocido como esencial para el transporte de los espermatozoides en el tracto 

reproductivo femenino y su capacidad de fecundar (Leite et al., 2010). El transporte al lugar 

de la fertilización puede requerir una capacidad mínima de motilidad hacia adelante, que 

puede verse comprometida en la mayoría de los espermatozoides criopreservados 

(Watson, 2000). La categorización de las proteínas del espermatozoide muestra que el 
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26% de las proteínas están relacionadas con el metabolismo y la producción de energía, 

el 11% de las proteínas están relacionadas con la estructura y motilidad de la cola de los 

espermatozoides, y el 24% de las proteínas están asociadas con el metabolismo de los 

lípidos (Amaral et al., 2013). 

 
 
Malik et al., (2015) mostraron que la viabilidad y la motilidad de los espermatozoides 

descongelados almacenados en nitrógeno líquido durante 6 años fueron menores que el 

almacenamiento de 1 a 2 años, pero otros estudios no han podido confirmarlo, como el 

ensayo de campo de Lee et al., 1977 con 100.000 inseminaciones y utilizando semen 

congelado almacenado a -196 ° C durante 5 años, se evidenció una tasa de fertilidad 

normal. Sin embargo, hay pocos estudios diseñados para detectar una disminución en el 

rendimiento reproductivo del semen criopreservado con relación al tiempo de 

almacenamiento. Coulter & Foote, (1973) informaron en bovinos que la motilidad fue 

reducida desde 41,5% previo a la congelación en pajuelas al 28,2% después de la 

descongelación, sin embargo en el estudio de Ramírez et al., 2016 donde se analizaron 5 

grupos de dosis de semen de la raza Holstein con intervalos de 1, 10, 25, 40 y 45 años de 

almacenamiento a -196 ° C, el análisis comparativo de la motilidad total de los 

espermatozoides no mostró diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento 

analizados. Específicamente, todos los valores mostrados están por encima del 60%, 

oscilando entre 60 ± 2,4% y 66 ± 3,2%, consistentemente los valores más bajos de 

hiperactivación, ALH y BCF se observaron en el semen almacenado durante 40 años. 

 
 
En el estudio de Bean et al., 1963 se demostró que la motilidad de muestras extendidas 

en leche fue significativamente más alta en un día y un mes cuando se almacena a -92°C 

y -196°C que cuando se almacena a -79°C. Sin embargo, después de tres meses de 

almacenamiento, las muestras almacenadas en -79°C y -92°C fueron significativamente 

más bajos que los almacenados a -196°C. Mientras que en el  estudio de Prihantoko et al., 

2020 se evaluó el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la motilidad con 3 años de 

almacenamiento a -196oC, los resultados mostraron que la motilidad de los 

espermatozoides el primer mes fue 53,80 %. Después de 3 años de almacenamiento, el 

valor fue 39,52 %. La motilidad de los espermatozoides no se vio afectada hasta el sexto 

mes de almacenamiento. Macpherson, (1960) no observó diferencias marcadas en la 
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motilidad de espermatozoides bovinos entre -87°C y -196°C de temperatura en 3 meses 

de almacenamiento.  

En el estudio de Akyol et al., 2018, se evaluó semen de toro de la raza pardo suizo con 2 

y 30 años de almacenamiento en nitrógeno líquido. En los resultados no se observaron 

diferencias en términos de motilidad total 62.40 ± 2.66% vs. 62.28 ± 4.11% y progresiva 

24.9 ± 1.61% vs. 20.72 ± 2.11% entre los espermatozoides congelados a largo y corto 

plazo. Sin embargo, valores de VAP (85.8 ± 1.57% vs. 99.03 ± 4.27%) y VCL (145.41% ± 

3.34% vs. 179.71 ± 8.09%) fueron más bajos en esperma congelado a largo plazo 

comparado. En el estudio de Malik et al., 2015 se utilizaron cuatro toros Holstein Friesian 

donde se evaluaron un total de 140 pajillas, se almacenaron durante uno hasta seis años 

en nitrógeno líquido y se encontró que la motilidad de los espermatozoides descongelados 

no disminuyó significativamente en el almacenamiento de 1, 2 y 3 años. Mientras que la 

motilidad fue significativamente diferente con el almacenamiento a los 4, 5 y 6 años con 

44.59 ± 0.37%, 43.75 ± 0.41% y 42.08 ± 0.13%, respectivamente. En el estudio de Chrenek 

et al., 2017 se evaluó la motilidad del semen de toros pinzgau que se almacenaron en 

nitrógeno líquido durante diferentes períodos: menos de 8 años (grupo 1), 8 a 13 años 

(grupo 2) y 14 a 18 años (grupo 3). La motilidad media de los espermatozoides después 

de la descongelación en todos los grupos examinados fue superior al 40 %. No se observó 

influencia significativa de la duración del almacenamiento sobre la motilidad espermática 

total y el movimiento progresivo de los espermatozoides. En el estudio de Sullivan & Mixner 

en 1963, se evaluó la motilidad espermática de 11 toros  de la raza Holstein y Guernsey 

almacenados a -196oC durante 18 meses. Los valores previos a la congelación 

correspondientes para la motilidad, fueron 72.5%. En forma lineal, la motilidad del semen 

disminuyó 1.33 unidades porcentuales por cada tres meses de almacenamiento a -196oC. 

 
 
Por otro lado en el estudio de Fraser et al., 2014 evaluaron el efecto del tiempo de 

almacenamiento sobre la motilidad de espermatozoides de verraco donde utilizaron el 

semen de 10 verracos con un periodo de almacenamiento de 1 año en nitrógeno líquido. 

Se encontró que los verracos 1, 4, 7, 9 y 10 mostraron una motilidad de los 

espermatozoides significativamente más baja luego del almacenamiento del semen en 

nitrógeno líquido, obteniendo valores de 40.7% vs 24.5% para el verraco 1, 29% vs 21% 

para el verraco 4, 38% vs 28% para el verraco 7, 31.3% vs 20% para el verraco 9 y 32% 

vs 25% para el verraco 10. 
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1.4.3 Daños en la membrana plasmática 
 
La membrana espermática participa en el reconocimiento y transporte de moléculas, estas 

funciones permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo al medio en que se 

encuentra, proporcionando un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito 

(Hernandez & Carrillo, 2015). Los principales constituyentes de la membrana espermática 

son los lípidos, que son responsables de la fluidez de la bicapa lipídica (Lenzi et al., 1996). 

La composición lipídica de la membrana está relacionada con la integridad de la misma, la 

estabilidad estructural y la capacidad de fertilización de los espermatozoides (Mansour et 

al., 2011; Yildiz et al., 2015). Las membranas de los espermatozoides afectados por la 

criopreservación incluyen la membrana plasmática, la membrana acrosómica externa y las 

membranas mitocondriales (C. A. Thomas et al., 1998). La capacidad de la membrana 

plasmática para resistir el daño estructural durante la crioconservación puede estar 

relacionada con el colesterol y los ácidos grasos, junto con la fuerza de los enlaces entre 

los componentes de la membrana (Hammerstedt et al., 1990). Si estas fuerzas superan la 

resistencia física de la célula, podrían ocurrir lesiones en la membrana y producir 

alteraciones irreversibles en su permeabilidad, pérdida de lípidos, entre otras alteraciones 

(Grötter et al., 2019), ocasionando daños como hinchamiento y disrupción, cambios en la 

fluidez, alteración del flujo de calcio, composición lipídica y cambios en la actividad 

enzimática, viéndose afectada la fertilidad de los toros en IA (Rubio et al., 2009; Watson, 

1981).  

 
 
La concentración de colesterol en la membrana celular determina la transición de fase de 

los lípidos, debido a que el colesterol aumenta o disminuye la fluidez de las membranas 

en respuesta a las variaciones de temperatura (Yildiz et al., 2015)(Yildiz et al., 2015). A 

medida que las membranas se enfrían, los lípidos pasan de un estado fluido normal a un 

estado cristalino líquido, en el que las cadenas de ácidos grasos se desordenan causando 

una estructura delicada para lesión (Hammerstedt et al., 1990; Medeiros et al., 2002). Cada 

alteración de la fluidez de la membrana espermática durante el proceso de 

criopreservación puede cambiar la integridad de la membrana espermática (De Leeuw et 

al., 1993). Este fenómeno introduce una serie de implicaciones para el almacenamiento in 

vitro de espermatozoides de sementales, desde la generación prolongada de EROs, que 
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conducirá a un daño oxidativo irreversible y deteriorará el ADN de los espermatozoides 

(Gibb & Aitken, 2016).  

 
 
La capacitación espermática se desarrolla cuando se producen cambios, como un 

aumento de la fluidez de la membrana debido a modificaciones de los lípidos, entrada de 

calcio en las regiones perinucleares, cuello y el flagelo, generación de cantidades 

controladas de EROs, así como como la fosforilación de residuos proteicos, ocurren de 

manera concertada (Tulsiani et al., 2007). EROs son funcionalmente importantes para 

impulsar las cascadas de fosforilación de tirosina asociadas con la capacitación de los 

espermatozoides. Sin embargo, cuando la producción de EROs excede los límites, se 

induce un estado de estrés oxidativo, caracterizado por daño peroxidativo a la membrana 

plasmática (Guthrie & Welch, 2012). Treulen et al., 2018 sugieren que el daño en la 

membrana plasmática causado por la criopreservación de esperma bovino está asociado 

con un aumento de la concentración de Ca 2+ intracelular, lo que desencadena la captación 

de grandes cantidades de Ca 2+ por parte de las mitocondrias. 

 
 
En rumiantes, la membrana plasmática del espermatozoide contiene altos niveles de 

ácidos grasos insaturados y bajos niveles de colesterol, la composición, particularmente el 

menor contenido de colesterol, disminuye la resistencia de los espermatozoides al proceso 

de congelación-descongelación (Darin & White, 1977). Las alteraciones en las estructuras 

de la membrana pueden estar asociadas con la desregulación de los lípidos, lo que resulta 

en estrés oxidativo (Karunakaran & Devanathan, 2017). La proporción más alta de ácidos 

grasos insaturados a saturados en la membrana plasmática hace que sea más susceptible 

al daño y la peroxidación relacionados con la crioconservación (Halliwell et al., n.d.). 

 
 
Un estudio anterior comparó los niveles de proteína en los espermatozoides antes y 

después de la descongelación, descubrió que las variaciones en las proteínas identificadas 

afectaban la calidad de los espermatozoides congelados y descongelados, lo que 

probablemente disminuía la capacidad de fertilización en los cerdos (Chen et al., 2014).  

Los espermatozoides de diferentes individuos/razas pueden variar en su capacidad para 

expresa la proteína de choque térmico 90 (HS90), lo que influye en el éxito de la 

criopreservación (Thurston et al., 2002). 
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Se ha identificado una gran cantidad de proteínas en la cresta apical de los 

espermatozoides. P47 es una proteína asociada a la membrana plasmática del 

espermatozoide (Ensslin et al., 1998). Otra proteína de unión a la zona pelúcida es la 

fertilina B, que es una proteína transmembrana localizada en la membrana plasmática de 

la cabeza del espermatozoide (Evans et al., 1997). La criopreservación provoca cambios 

en la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina y aumento de la F-actina por su 

polimerización, los cuales son similares a la capacitación fisiológica, pero que pueden 

llevar al fracaso de la fertilización (Naresh & Atreja, 2015). Añadido a esto, la actina y la 

tubulina A son las principales proteínas del citoesqueleto responsables de la regulación del 

volumen celular (Gadella et al., 2008). De otro lado, el estrés osmótico también determina 

variaciones morfométricas de la cabeza del espermatozoide, que puede estar relacionado 

a cambios en el citoesqueleto por polimerización de la actina F (Hernández et al., 2018). 

La resistencia de los espermatozoides al estrés osmótico asociado con el cambio de 

temperatura podría depender de la flexibilidad y la fuerza de las interacciones entre las 

proteínas del citoesqueleto y los lípidos de membrana (Holt & North, 1991). Los cambios 

en la localización de las proteínas del citoesqueleto hacen que los espermatozoides sean 

más susceptibles a la criolesión, una idea apoyada por Duru et al., (2001) quienes 

asociaron el proceso de congelación y descongelación con cambios en la membrana 

espermática, como lo revela la translocación de fosfatidilserina.  

 
 
La criopreservación de alguna manera precozmente desencadena la vía de transducción 

de señales que conduce a la capacitación, y esa criocapacitación es en parte responsable 

de la reducción de la fertilidad del semen descongelado, la capacitación fisiológica está 

regulada por vías de señalización intracelular que dan como resultado la fosforilación de 

proteína tirosina (PTP) (Bailey et al., 2003). La entrada de calcio es crucial para el inicio 

de PTP (Hossain et al., 2011), el cual es uno de los eventos de señalización intracelular 

que regulan la función espermática y es un indicador significativo de la capacitación. Los 

diferentes factores que afectan a la PTP son la salida de colesterol, aumento de Ca2+ 

intracelular , AMPc y EROs (Naresh & Atreja, 2015). El daño al proteoma se traduce en la 

interrupción de la cascada de fosforilación y activación enzimática afectando el movimiento 

flagelar y la capacidad fecundante de el espermatozoide (Figueroa et al., 2017). 
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Luego de la congelación, los espermatozoides obtenidos del epidídimo de toros, 

independiente del método de congelación, sufrieron lesiones en la membrana espermática, 

comprobadas por el test de fluorescencia con la carboxifluoresceína y yoduro de propidio 

(Ribeiro et al., 2014). En el estudio de Ramírez et al., (2016) los resultados mostraron que 

la integridad de la membrana plasmática no se ve alterada por el almacenamiento a largo 

plazo a -196°C. En el estudio de Prihantoko et al., 2020 se realizaron estudios sobre el 

efecto del tiempo de almacenamiento sobre la integridad de la membrana con 3 años de 

almacenamiento, el primer mes fue 76,35%, el tercer mes fue 74,55%, al primer año fue 

61,72% y luego de 3 años el resultado fue 48,25% por ende este parámetro comenzó a 

disminuir en el tercer mes.  

 
 
Hay una hipótesis que establece que las células enfriadas demasiado rápido mueren por 

la formación de hielo intracelular, provocando daños sobre la membrana espermática y las 

células enfriadas demasiado lento pueden morir por una exposición prolongada a 

soluciones de alta concentración de solutos  resultantes de la conversión progresiva de 

agua en hielo (Peña et al., 2011). La hipertonicidad induce una rápida despolimerización y 

remodelación de la actina F en el citoesqueleto de los espermatozoides. Los 

espermatozoides sometidos a osmorregulación, incluso sin cambios de temperatura, solo 

pueden soportar desviaciones de aproximadamente 100 mOsm/kg de las condiciones 

isosmolales (aproximadamente 300 mOsm/kg para los espermatozoides) sin efectos 

significativos sobre la viabilidad y la motilidad (Schober et al., 2007). Además del daño 

plasmático y mitocondrial que ocurre con el choque osmótico, se ha demostrado que la 

producción de superóxido también aumenta en las soluciones hiperosmolales, lo que 

indica aún más el daño que deben soportar los espermatozoides antes y durante la 

congelación y descongelación (Córdova et al., 2014). Por lo tanto, la alteración de la 

membrana plasmática de los espermatozoides, debido a la criopreservación, afecta 

inevitablemente los eventos biológicos naturales de la célula y disminuye la probabilidad 

de éxito de la fertilización (Grötter et al., 2019). 
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1.4.4  Daños en la membrana mitocondrial 
 
La función mitocondrial es esencial para la viabilidad de los espermatozoides, no solo 

desde la perspectiva del metabolismo de los espermatozoides, sino también para mejorar 

el almacenamiento de espermatozoides en estado líquido y congelado (Peris-Frau et al., 

2020). Dentro de la célula hay compartimentos delimitados por membranas, como las 

mitocondrias y el acrosoma, cuyas actividades funcionales probablemente son sensibles a 

las condiciones de criopreservación (Sieme et al., 2008). Las mitocondrias están 

delimitadas por una membrana mitocondrial externa que es más permeable debido a la 

presencia de porinas y una interna que representa el sitio de la cadena transportadora de 

electrones (ETC), fundamental en la síntesis de ATP, y son responsable de la generación 

de EROs, la homeostasis de los iones de Ca2+ y la necrosis celular y apoptosis (Shoshan 

et al., 2018). Existe una fuerte correlación entre el porcentaje de espermatozoides 

inmóviles y los defectos mitocondriales después de la descongelación (Ozkavukcu et al., 

2008).  La apoptosis puede desencadenarse a través de la liberación de citocromo c 

mitocondrial, se reconoció que está involucrado en los efectos perjudiciales de la 

crioconservación (Gille & Nohl, 2001). El citocromo c oxidasa es la enzima terminal de la 

cadena respiratoria en las células eucariotas que media en la transferencia de electrones 

del citocromo c al oxígeno molecular (Karu, 2010). 

 
 
La crioconservación daña los espermatozoides de diversas maneras, como daño 

estructural y daños que fomentan el estrés oxidativo y osmótico, que modifican la 

configuración de lípidos y proteínas, disminuyen la motilidad y la viabilidad, provocan 

lesiones en las mitocondrias y la cola de los espermatozoides (Khan et al., 2021). De 

muchos estudios se sabe que la disfunción mitocondrial puede resultar en la formación de 

EROs (Gravance et al., 2000). Sin embargo, durante el almacenamiento de 

espermatozoides, se sugirió que las EROs promueven la capacitación impulsando las 

cascadas de fosforilación de tirosina, lo que resulta en una disminución de la fertilidad 

(Gürler et al., 2015; Pagl et al., 2006). Durante el proceso de crioconservación, la 

mitocondria es uno de los orgánulos más dañados debido al choque por frío, al choque 

osmótico y al estrés oxidativo que conduce a cambios de tipo apoptótico (Pommer et al., 

2002)(Pommer et al., 2002). Este proceso de congelación-descongelación seminal afecta 
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considerablemente la integridad estructural y funcional de los dominios de estas 

membranas, produciéndose un efecto deletéreo que altera los resultados de la valoración 

de motilidad, vitalidad y viabilidad espermática postdescongelación (Rubio et al., 2009).  

 
 
La integridad del ADN es una preocupación durante la congelación celular porque la 

crioconservación cambia fácilmente propiedades de la membrana mitocondrial y aumenta 

la producción de EROs, que posteriormente puede resultar en la oxidación de ADN, 

produciendo roturas de sus cadenas, esto porque elevan el potencial de la membrana 

mitocondrial e inducen la liberación de EROs que a su vez, causan daño en el ADN lo que 

conduce a roturas de ADN de cadena simple o doble (Said et al., 2010, Upadhyay et al.,  

2021), alterando los procesos bioquímicos involucrados en la producción de ATP y, en 

última instancia, reduciendo la viabilidad y la motilidad de los espermatozoides congelados 

y descongelados (Figueroa et al., 2017). El daño al genoma dificultaría la replicación y 

transcripción de genes diana mitocondriales o nucleares y en consecuencia, perjudicaría 

la síntesis eficiente de proteínas clave para la producción de energía (Yildiz et al., 2015).  

 
 
Las mitocondrias desempeñan un papel fundamental en la producción de ATP a través de  

fosforilación oxidativa (Devenish et al., 2008). Sin embargo, este proceso también está 

relacionado con el estrés oxidativo producido por una variedad de EROs (Figueroa et al., 

2017), igualmente están activamente involucradas en otros procesos como señalización 

de calcio (Guthrie & Welch, 2012). Las mitocondrias son un sitio importante de formación 

de EROs intracelulares, lo que resulta en una interrupción del transporte de electrones, el 

acoplamiento del transporte de electrones a la fosforilación oxidativa mantiene un alto ΔΨM 

requerido para la producción de ATP mitocondrial en las células somáticas (López et al., 

2008). El acoplamiento del transporte de electrones con la fosforilación oxidativa en los 

espermatozoides podría verse interrumpido por la formación de EROs y disminuir la 

cantidad de espermatozoides que mantienen un ΔΨM alto necesarios para la producción 

de ATP (Guthrie & Welch, 2012). El potencial de membrana mitocondrial y consumo de 

oxígeno dependen de la cadena transportadora de electrones y de la ATP sintasa (ambas 

constituyen el sistema OXPHOS) (Ruiz et al., 2007). En las células aeróbicas, las fuentes 

más importantes de O2 son las cadenas de transporte de electrones de las mitocondrias 

(Lenzi et al., 1996).  
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La mayoría de las células son capaces tanto de glucólisis como OXPHOS y son el principal 

proveedor de ATP de acuerdo con las entradas externas como el suministro de oxígeno, 

otra vía bioquímica importante es el ciclo de Krebs para el metabolismo celular (Ruiz et al., 

2007), la glucólisis da lugar a acetil-CoA; luego comprende el ciclo del ácido cítrico, que 

depende de la formación de acetil-CoA; y la otra etapa es la de fosforilación oxidativa, en 

la que el poder reductor del NADH y el FADH2 generado se utiliza para la síntesis de ATP 

(Brown, 2008). Es bien sabido que las mitocondrias de los espermatozoides compensan 

la disminución de la producción de energía aumentando la producción de lactato en 

condiciones de hipoxia, una mayor abundancia de lactato en toros de alta fertilidad sugiere 

que estos animales utilizan la glucólisis anaeróbica de manera más eficiente que toros de 

baja fertilidad (Darr et al., 2016). La restricción inducida por la baja temperatura reduce la 

tasas de producción de EROs y de acidificación del semen a través de la acumulación de 

ácido láctico de la glucólisis y CO2 de OXPHOS (Nallella et al., 2004). Los sustratos 

glicolizables llegan a OXPHOS a través de la glucólisis, sin embargo, para la producción 

de ATP, la glucólisis anaeróbica no es muy eficiente y por ello se utiliza principalmente en 

condiciones de hipoxia o cuando los sustratos glucolíticos son muy abundantes. Cuando 

el oxígeno no es limitante y la disponibilidad de glucosa está restringida, las células confían 

en OXPHOS para cubrir las demandas de ATP (Ruiz et al., 2007).  

 
 
Las mitocondrias de los espermatozoides, que se encuentran en la pieza intermedia, deben 

producir ATP para impulsar el movimiento flagelar que mueve los espermatozoides al sitio 

de la fertilización (Agarwal et al., 2004)(Agarwall et al., 2004), por ende las mitocondrias 

espermáticas son la principal fuente y destino de EROs (Koppers et al., 2008), como el 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el anion superóxido (O2–) y el radical hidroxilo (OH-), los 

cuales pueden inducir apoptosis, peroxidación de lípidos de la  membrana , alteración de 

las mitocondrias y daño del ADN conduciendo a una menor fertilidad (Bollwein et al., 2008; 

Di Santo et al., 2012).  La vía mitocondrial de la apoptosis parece ser un factor importante 

involucrado en el daño subletal que experimentan los espermatozoides equinos después 

de la congelación y descongelación (Ferrusola et al., 2010). 

 
 
Las razones por las que las EROs mitocondriales pueden producirse cuando los 

espermatozoides se incuban durante períodos prolongados in vitro es que el medio de 
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cultivo carece de la combinación adecuada de factores de supervivencia que preservan la 

función de los espermatozoides in vivo y evitan que estas células pasen por defecto a la 

apoptosis (Aitken et al., 2012). Estudios recientes sobre esperma de toro criopreservado 

confirmaron que la disfunción mitocondrial se debe a la apertura del poro de transición de 

la permeabilidad mitocondrial en respuesta a los aumentos de Ca2+ intracelular y esto se 

asoció con disminución del contenido de ATP, aumento de los niveles de EROs, y deterioro 

de la integridad de la membrana plasmática (Treulen et al., 2018), y por lo tanto, en la 

motilidad de los espermatozoides (Jones et al., 1979). En el estudio de Prihantoko et al., 

2020 evaluaron la actividad mitocondrial la cual fue 64,24% en el primer mes y 49,12% 

luego de 3 años de almacenamiento siendo diferentes. La actividad de las mitocondrias 

disminuyó durante los 9 meses. En el estudio de Thomas et al., 1998 evaluaron los efectos 

de la criopreservación sobre la función mitocondrial de eyaculados de 12 toros de la raza 

Holstein con 24 horas de almacenamiento a 5oC, donde después de la crioconservación, 

la proporción de agregados de JC-1 fue inferior al 1,0%, lo que indica un potencial de 

membrana de bajo a moderado en todos los espermatozoides, el rango del total de 

espermatozoides teñidos con JC-1 en este estudio fue del 26% al 64%. El colorante de JC-

1, marca las mitocondrias con alto potencial de membrana de color naranja y las 

mitocondrias con bajo potencial de membrana de color verde (Gravance et al., 2000). 

Cuando la tinción se difunde en la célula se acumula en las mitocondrias (Mohamed et al., 

1993), lo que permite la detección del daño mitocondrial, según la cantidad de 

fluorescencia, e indica la proporción de mitocondrias en funcionamiento (Hossain et al., 

2011). 

 
 

1.4.5 Estrés osmótico 

 
El choque osmótico es uno de los procesos más dañinos para la función de los 

espermatozoides (Darr et al., 2016). La lesión osmótica ocurre cuando los 

espermatozoides criopreservados se diluyen en un medio isoosmótico. La lesión se debe 

a la hiperosmolaridad de los extensores, los cambios en la concentración relativa de soluto 

durante la congelación/descongelación (Sieme et al., 2008). Cuando una solución es 

enfriada por debajo del punto de congelación los cristales de hielo se nuclean y el agua 
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pura cristaliza formando hielo. Los solutos permanecen disueltos en la fracción de agua 

líquida y por lo tanto la presión osmótica de la solución aumenta (Stornelli et al., 2005). 

 
 
Durante el enfriamiento por debajo de 00C, comienzan a formarse cristales de hielo 

extracelulares, este cambio de fase provoca un gran aumento en la osmolaridad (mas 

hipertónica) de cualquier líquido remanente al que estén expuestos los espermatozoides 

conduciendo a la pérdida de agua intracelular que, a su vez, depende de la velocidad de 

enfriamiento (Mazur & Cole, 1989; Pegg & Diaper, 1989; Peña et al., 2011). El cristal de 

hielo intracelular altera el citoesqueleto, mientras que el cristal de hielo extracelular 

aumenta la concentración de solutos y aumenta la osmolaridad, lo que provoca la pérdida 

de agua de las células (Holt et al., 2014). Estos cambios osmóticos pueden causar daño a 

la membrana lipídica , lo que lleva a cambios de tensión en las proteínas del canal de agua 

y fugas iónicas en las membranas plasmáticas y resulta en cambios morfológicos (Sa-

Ardrit et al., 2006). Se ha informado que un mecanismo osmótico aumenta la permeabilidad 

de la membrana mitocondrial que permite una rápida difusión de EROs, que activa el 

mecanismo celular similar a la vía intrínseca de la apoptosis (Ferrusola et al., 2010). Cabe 

destacar que la membrana plasmática del espermatozoide está en contacto casi directo 

con las diversas estructuras subyacentes, membranas o estructuras del citoesqueleto, que 

están altamente organizadas de una manera muy polar (Gadella et al., 2008). Morris, 2006; 

propuso un mecanismo alternativo en el que el daño celular que se produce después de 

velocidades de enfriamiento rápidas es causado por un desequilibrio osmótico encontrado 

durante la descongelación, no por la formación de hielo intracelular. El estrés osmótico 

también determina variaciones en las variables morfométricas de la cabeza del 

espermatozoide (O’Brien et al., 2019). 

 
 

1.4.6  Daños en la morfología espermática 

 

Se ha informado que la crioconservación provoca cambios en la morfología de los 

espermatozoides, incluidos daños en las mitocondrias, el acrosoma y la cola del 

espermatozoide (Woolley & Richardson, 1978), ya que un influjo incontrolado de líquido en 
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los espermatozoides puede cambiar la osmolaridad celular y deformar la estructura de la 

membrana, alterando en consecuencia la morfología del esperma. La fluidez y flexibilidad 

de las membranas celulares son principalmente dependiendo de su constitución lipídica 

(Lenzi et al., 1996). Los defectos de la cabeza y la cola, como colas enrolladas y sueltas, 

se observan con frecuencia después de la congelación de los espermatozoides (Hezavehei 

et al., 2018). En el estudio de Malik et al., 2015 la anormalidad de los espermatozoides 

descongelados no fue significativamente mayor en el almacenamiento de 1, 2 y 3 años. 

Mientras que la anomalía aumentó con el almacenamiento a los 4, 5 y 6 años con 17.63 ± 

0.19%, 19.38 ± 0.24% y 22.50 ± 0.32%, aumentó gradualmente durante el almacenamiento 

a largo plazo del semen en nitrógeno líquido. En el estudio de Chrenek et al., 2017 se 

evaluó la morfología del semen de toros pinzgau que se almacenaron en nitrógeno líquido 

durante diferentes períodos: menos de 8 años (grupo 1), 8 a 13 años (grupo 2) y 14 a 18 

años (grupo 3), lo cual en cada grupo probado, la tasa promedio de espermatozoides 

malformados no superó el 20%. 
 
 
Goshme et al., 2021 estudiaron las anomalías morfológicas de bovinos utilizando 

portaobjetos teñidos con tinción de eosina-nigrosina, la cual fue de 5.4% de 

espermatozoides anormales con 214 días de almacenamiento. En otro orden de ideas, se 

ha descrito que el daño criogénico sobre la cabeza y el flagelo espermático pueden ocurrir 

independientemente uno del otro (Zhu & Liu, 2000). 

 
 

1.4.7  Estrés oxidativo 
 

El estrés oxidativo surge debido a un desequilibrio entre la producción de EROs y la 

capacidad del sistema biológico para desintoxicarlo, es decir, cuando los oxidantes 

exceden los antioxidantes (Du Plessis et al., 2008; Gürler et al., 2015). Durante el proceso 

de congelación y descongelación, el semen está expuesto a oxígeno atmosférico, que a 

su vez aumenta la producción de EROs y la peroxidación lipídica (Bucak et al., 2008; 

Chabory et al., 2009). Las EROs se consideran convencionalmente como subproductos 

perjudiciales del metabolismo celular o de la exposición a xenobióticos, que generan un 

estado de estrés oxidativo en las células susceptibles (Stohs, 1995). La producción de 
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EROs a baja concentración es favorable para la capacitación espermática y la reacción del 

acrosoma en bovinos (O’Flaherty et al., 2005), así como en la motilidad de los 

espermatozoides, la capacitación, hiperactivación, adhesión transitoria del 

espermatozoide al oviducto (De Lamirande & Gagnon, 1995). Las dos fuentes principales 

de EROs intracelulares son la NADPH oxidasa de la membrana plasmática y los complejos 

enzimáticos de la cadena respiratoria mitocondrial (Complejo NADH y coenzima Q 

reductasa) (Collin, 2019).  

 
 
En general, se ha informado que la criopreservación de espermatozoides induce un 

aumento de permeabilidad de la membrana plasmática, sobreproducción de EROs, 

reducción  y deterioro del potencial de la membrana mitocondrial, acrosomal y menor 

motilidad de los espermatozoides en toros, se ha demostrado en espermatozoides de 

ovinos (Peris et al., 2007) y bovinos (Bilodeau et al., 2000) que los niveles de EROs 

aumentan significativamente durante el proceso de criopreservación, ya que la exposición 

prolongada al oxígeno no puede evitarse por completo durante el enfriamiento o la 

congelación (Gonçalves et al., 2010). Estos niveles elevados de EROs podrían tener un rol 

importante en la disminución de la función espermática durante el proceso de 

criopreservación (Kim et al., 2010),  a través de la peroxidación de lípidos, luego, causando 

apoptosis debido a la falta de ATP (Moustafa et al., 2004). Las únicas reacciones que 

pueden ocurrir en sistemas acuosos congelados a -196°C son eventos físicos como la 

formación de EROs y la producción de roturas en macromoléculas, estos eventos 

favorecen el daño del material de ADN espermático (Khan et al., 2021). Las mitocondrias 

en la pieza media proporcionan energía accesible a los filamentos de la cola ocasionando 

mayor producción de EROs (O’Connell et al., 2002). En términos generales, los radicales 

libre se definen como moléculas con un electrón desapareado que reaccionan rápidamente 

con otros radicales libres o no radicales (Pryor, 1976), Las EROs están representadas por 

radicales como el ion hidroxilo, superóxido, óxido nítrico, ion peróxido y no radicales como 

peroxinitrato, ozono, oxígeno naciente y peróxido de hidrógeno (Bansal & Bilaspuri, 2011). 

Estos no pueden ser clasificados como radicales libres porque todavía contienen un par 

de electrones en el orbital exterior (Lenzi et al., 1996). 
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El plasma seminal contiene antioxidantes enzimáticos (Glutatión peroxidasa, superóxido 

dismutasa y catalasa) (Van Overveld et al., 2000) y no enzimáticos (piruvato, ácido 

ascórbico, α-tocoferol, taurina e hipotaurina); sin embargo, su efecto protector contra el 

estrés oxidativo disminuye significativamente cuando el semen se diluye en el medio de 

congelación antes de la crioconservación (Yoon et al., 2016). Todos los componentes 

celulares, incluyendo lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y azúcares son potenciales 

blancos del estrés oxidativo (Agarwal et al., 2008). El ataque peroxidativo a los ácidos 

grasos poliinsaturados provoca daño tanto estructural como funcional, la membrana se 

vuelve frágil y se pierde su propiedad semipermeable que conduce a la lixiviación de la 

membrana, salida de colesterol, entrada de calcio, capacitación que reduce la viabilidad y 

la fertilidad de los espermatozoides (Medeiros et al., 2002). 
 
 
En el estudio de Akyol et al., 2018, se evaluó semen de toro de la raza pardo suizo con 2 

y 30 años de almacenamiento en nitrógeno líquido, el aspecto oxidativo evaluado por 

citometría de flujo fue mayor en esperma a largo plazo en comparación con el corto plazo 

de almacenamiento (7.45 ± 0.09% vs. 1.34 ± 0.10%). Los espermatozoides con un elevado 

metabolismo energético de sementales muy fértiles exhiben niveles más altos de actividad 

OXPHOS, luego del almacenamiento presenta niveles elevados de EROs y peroxidación 

de lípidos (Aitken & Clarkson, 1987; Jones et al., 1979; Upadhyay et al., 2021) . 





 

 
 

2 Materiales y métodos 

2.1 Materiales y equipos: 
 
En la presente investigación se utilizaron los siguientes materiales: 24 eyaculados de 

semen provenientes de 8 toros (3 eyaculados por toro) del banco de semen del Laboratorio 

de Reproducción Animal de la Universidad Nacional de Colombia de los cuales se 

evaluaron cuatro pajillas por eyaculado en los diferentes procedimientos laboratoriales, 

cabe destacar que debido al tiempo de almacenamiento hubo dos toros que se evaluaron 

en dos grupos de análisis. Se estudiaron los cambios en el metabolismo de los 

espermatozoides bovinos provocados por el daño criobiológico, principalmente en su 

motilidad, funcionalidad de la membrana plasmática, morfología, estabilidad de la 

membrana plasmática, actividad mitocondrial, viabilidad, producción de calcio y especies 

reactivas de oxígeno resultado de diferentes tiempos de almacenamiento. El semen fue 

seleccionado según su tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido (entre 0 a 10, 11 a 

20 y 21 a 30 años). Se utilizaron portaobjetos, cubreobjetos, tubos eppendorf, pipetas de 

laboratorio, tinción eosina-nigrosina, solución para test hiposmótico (Host), sondas 

fluorescentes: merocianina-540, yoduro de propidio (IP), DiOC6, Dihidrorodamina 123, 

Fura 2AM y solución buffer fosfato (PBS). Entre los equipos se utilizó el programa de 

análisis de semen asistido por computadora (CASA IVOS, Hamilton-Thorne, EEUU), 

microscopio óptico, platina térmica, incubadora y citómetro de flujo (FORTESSA LSR, BD 

Biosciences, EE. UU.). 
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 2.2 Diseño experimental: 
 
Se utilizó un diseño de bloques al azar, donde el bloque estuvo constituido por los 

eyaculados almacenados en los diferentes periodos de tiempo. Para la evaluación de las 

variables dependientes se ajustaron los modelos mixtos con los efectos aleatorios del toro 

y el eyaculado, y el efecto fijo del tiempo de almacenamiento. Para cada parámetro se 

evaluaron cuatro replicas por eyaculado. 

 
 

 2.3 Procedimientos 
 

La movilidad y la velocidad de los espermatozoides se evaluaron mediante el programa de 

análisis de semen asistido por computadora (CASA IVOS, Hamilton-Thorne, EEUU). Se 

colocó una gota de semen congelado-descongelado (7 μL) en un portaobjetos de vidrio 

precalentado (37°C), y se cubrió con un cubreobjetos. Se analizaron un mínimo de 500 

espermatozoides (Microscopio, Eclipse E200, Nikon Inc., EE. UU.) Se determinaron la 

motilidad total (MT, %), la motilidad progresiva (MP, %), la velocidad media (VAP, μm/s), 

la velocidad de línea recta (VSL, μm/s), la velocidad curvilínea (VCL, μm/s), el 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, μm) y la frecuencia de batido (BCF, Hz). 

 

La funcionalidad de la membrana plasmática o integridad celular se evaluó mediante la 

técnica del Host (Jeyendran et al., 1984), el semen se incubó durante 30 minutos en 

solución de fructosa hipoosmótica a 100 mOsm/L en baño maría termoestable a 36°C. 

Para el análisis se realizó un frotis colocando 10 μL de la muestra, se observaron 100 

espermatozoides utilizando un microscopio óptico. Los espermatozoides con cola 

enrollada total o parcialmente se consideraron con membrana integra (reaccionados) y el 

resultado final se expresó porcentualmente. 

 

Para la tinción con Eosina-Nigrosina se utilizó el método de Cabrera V. & Pantoja A., 2012, 

el semen se descongelo y se colocó en tubos eppendorf los cuales ya estaban incubados 

a 36°C, para el frotis se aspiraron 5 μL de Eosina y Nigrosina y 5μL de semen, se colocó 
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sobre la lámina portaobjeto en la parte media de uno de los extremos y con ayuda de un 

tip se mezclaron los dos elementos, con ayuda de otra lamina con una ligera inclinación se 

distribuyó a lo ancho de la lámina para luego extender la muestra. Para el secado se colocó 

la lámina portaobjetos en una platina térmica a 36°C durante 15 min con el fin de secar 

rápidamente el frotis. Posteriormente el análisis se realizó contabilizando 100 células 

espermáticas. El conteo se hizo en distintos campos escogidos al azar con un microscopio 

óptico con aceite de inmersión a 100 X de aumento, la evaluación morfológica se realizó 

según clasificación de (Galloway, 1992), quien describe que los espermatozoides 

anormales se clasifican de acuerdo con la morfología, incluidos defectos en la cabeza 

como microcefalia, macrocefalia, cabeza piriforme, cabeza desprendida y/o rugosa, 

anomalías en la parte media como presencia de gota citoplasmática proximal o distal y 

colas dobladas o enrolladas. 

 

La estabilidad de la membrana plasmática o la alteración de la arquitectura de la membrana 

lipídica (asociada con la capacitación de los espermatozoides) se evaluó utilizando el 

protocolo adaptado de (Thomas et al., 2006), utilizando sondas fluorescentes Merocianina 

540  (Molecular Probes Inc, Oregon, EE. UU). Se añadió 10 μL de semen diluido en medio 

DMSO a una concentración de 1 x 106 / ml. Por último, se agregó la sonda en 

concentraciones finales de 0.34 μL de Merocianina 540. Las muestras se incubaron 

durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego, las muestras se 

evaluaron usando un citómetro de flujo (FORTESSA LSR, BD Biosciences, EE. UU.) en un 

rango de emisión entre 580-620 nm para sonda Merocianina 540. La merocianina 540 es 

un tinte hidrofóbico que puede monitorear la integridad de la membrana, especialmente la 

codificación de fosfolípidos cuya fluorescencia observada por citometria de flujo depende 

del grado de transtorno lipídico (Rodriguez-Martinez et al., 2001). 

 

Para evaluar el incremento del contenido de calcio intracelular, la concentración de calcio 

libre se evaluó utilizando el indicador de calcio fluorescente Fura-2AM siguiendo el 

protocolo de (Grynkiewicz et al., 1985). Las muestras se incubaron en 1 μL de Fura-2AM 

(F0888; Sigma-Aldrich) a 37°C durante 10 min. Luego, las muestras se evaluaron usando 

un citómetro de flujo  (FORTESSA LSR, BD Biosciences, EE. UU.) en un rango de emisión 

entre 340-500 nm para la sonda Fura-2AM (Grynkiewicz et al, 1985 ; Brewis et al, 2000). 

Los datos fueron analizados con el software FlowJo versión 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA).  El 

fura-2 es un indicador de Ca2+ que contiene restos aromáticos, los cuales le confieren sus 
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propiedades fluorescentes. Se trata de una molécula polar, y por ende, incapaz de 

atravesar las membranas celulares, por lo que es incluido en las células en forma de su 

derivado acetoximetiléster (fura-2/AM), el cual, gracias a su carácter hidrófobo atraviesa 

las membranas celulares mediante transporte pasivo (Grynkiewicz et al., 1985). 

 

Para la evaluación de la actividad mitocondrial, 10 μL de semen descongelado se 

incubaron en una solución con 300 μL de PBS, 0.5 μL de DiOC6 (0.1 μM) y 1 μL de yoduro 

de propidio por 15 min. El potencial de membrana mitocondrial (Δ¥M) fue medido a través 

de citometría de flujo y analizado con el software FlowJo versión 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA). 

Para teñir las mitocondrias, cualquier sonda tiene que entrar en la célula y llegar a los 

orgánulos. Su acumulación citoplasmática es un evento crucial, ya que se requiere una 

concentración intracelular crítica para obtener una señal de fluorescencia adecuada, 

obviamente, para moléculas catiónicas lipófilas, dicha acumulación depende 

principalmente del potencial de membrana plasmática (Salvioli et al., 1997). 

 

La evaluación de la producción de EROs se realizó mediante la metodología del potencial 

de dihidrorodamina 123 (DHR123) (Kiani et al., 2012). Cada muestra se incubo con 1 μL 

de DHR123 a 37 °C durante 10 min. Luego, las muestras se evaluaron usando un citómetro 

de flujo (FORTESSA LSR, BD Biosciences, EE. UU.) en un rango de emisión entre 340-

500 nm para la sonda DHR123. Los datos fueron analizados con el software FlowJo 

versión 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA). El tinte no fluorescente DHR123 es un derivado de la 

rodamina 123 (R123). Esta sonda entra pasivamente en las células y es oxidada por ROS 

para formar R123. R123 es un tinte fluorescente verde catiónico que puede acumularse y 

localizarse en las mitocondrias, Por lo tanto, DHR123 puede evaluar simultáneamente la 

presencia de producción de ROS en células con actividad mitocondrial (O’Connell et al., 

2002). 

 
 

2.4 Análisis estadístico 
 
Se realizó el ajuste de modelos mixtos en los cuales se incluyó el efecto aleatorio del 

eyaculado anidado dentro del toro y el efecto fijo del tiempo de almacenamiento (Grupo). 
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Las medias fueron ajustadas mediante el procedimiento LSMEANS y se compararon 

mediante la prueba de Tukey. Se realizó transformación Arcoseno para las variables 

expresadas en términos porcentuales, y se utilizaron transformaciones logarítmicas para 

garantizar la normalidad de los datos para las variables que lo requirieron. Mediante un 

análisis de regresión se determinó la asociación entre las variables dependientes y el 

tiempo de almacenamiento. Las diferencias con un valor de p inferior a 0,05 se 

consideraron significativas. El procesamiento de los datos y los análisis estadísticos de los 

resultados se llevaron a cabo mediante el software SAS 9.2 software (SAS Institute Inc., 

Cary, NC, USA).





 

 
 

3 Resultados y discusión  

3.1. Motilidad y cinética espermática 
 
La figura 3-1 muestra la población de espermatozoides con motilidad total y motilidad 

progresiva según los grupos para el tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. No 

existió diferencia significativa en el parámetro de motilidad total con respecto al tiempo de 

almacenamiento (p>0.05). En cuanto al parámetro de motilidad progresiva, existió 

diferencia entre el grupo de 0 a 10 y 11 a 20 años de almacenamiento (p<0.05). 

 
 
Durante el enfriamiento, los espermatozoides están predispuestos a numerosos efectos 

perjudiciales, incluidos el desequilibrio iónico, el desacoplamiento metabólico, la acidosis 

celular, la activación de proteasas, la transición de fase de la membrana, la privación de 

energía, la desestabilización del citoesqueleto y la producción de EROs (Khalil et al., 2018). 

Pickett et al., (1961) demostraron que el almacenamiento de semen bovino a -196°C 

proporcionara resultados de motilidad y fertilidad significativamente más altos que los -

79°C. Fraser et al., 2014 demostraron que el almacenamiento prolongado tiene efectos 

sobre la motilidad de los espermatozoides, la función mitocondrial y la integridad de la 

membrana plasmática en semen de verraco. Se han vuelto mas sofisticadas las 

tecnologías para estudiar las características y funciones de espermatozoides individuales 

dentro de un eyaculado y ha quedado claro que existe una considerable heterogeneidad 

(Davis & Gravance, 1994). La combinación de un efecto individual y de raza construye un 

fuerte argumento para la opinión de que la variación en la capacidad de congelación de 

los espermatozoides está a cierta medida determinada genéticamente (Thurston et al., 

2002). La evidencia directa de un vínculo genético con la congelabilidad del semen la 

proporciona un estudio sobre toros gemelos monocigóticos (Braun et al., 1990) en el que 

se evaluó la viabilidad espermática en función de la motilidad progresiva en 6 pares de 
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toros gemelos antes y después de la congelación, se observó variación en la motilidad 

después de la descongelación entre pares de gemelos, pero no entre individuos del mismo 

par. 

 

Figura 3-1. Porcentaje de espermatozoides bovinos de raza Holstein con motilidad total y 
progresiva según su tiempo de almacenamiento. 
 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Letras diferentes en 

las filas indican diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). MT: motilidad total. MP: 

motilidad progresiva. 

 
El estado mitocondrial de los espermatozoides es fundamental debido a su relación con el 

estado energético y la motilidad de la célula y, en consecuencia, se ha relacionado con la 

fertilidad (Peter Mazur et al., 2000). Las mitocondrias de los espermatozoides, que se 

encuentran en la pieza intermedia, deben producir energía para impulsar el movimiento 

flagelar que mueve los espermatozoides al sitio de la fertilización (Benchaib et al., 2003). 

El daño de la membrana provoca la pérdida de ATP, proteínas y enzimas esenciales, que 

conducen a la reducción de la motilidad de los espermatozoides congelados y 

descongelados (Pereira et al., 2017). La motilidad de los espermatozoides se pierde como 

consecuencia de la peroxidación lipídica, no solo debido al ataque de EROs (Shimizu & 

Johnson, 1983), sino también debido a el agotamiento concomitante de ATP (de Lamirande 
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et al., 1997) que compromete innumerables funciones dependientes de ATP 

interrumpiendo la homeostasis y acelerando la muerte celular (Kamp et al., 1996). 

 
 
Caso similar a esta investigación es el estudio de Ramírez et al., 2016 donde analizaron 5 

grupos de dosis de semen de la raza Holstein con intervalos de 1, 10, 25, 40 y 45 años de 

almacenamiento a -196°C, donde el análisis comparativo de la motilidad total de los 

espermatozoides no mostró diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento 

analizados. Específicamente, todos los valores mostrados están por encima del 60%, 

oscilando entre 60 ± 2,4% y 66 ± 3,2%. Otro estudio similar es el de Sun et al., 2020, 

informaron que las tasas de motilidad de los espermatozoides bovinos, ovinos y caprinos 

antes y después de la crioconservación durante 24 horas fueron del 68,08% frente al 

44,58% para bovinos, del 63,82% frente al 40,29% para ovinos, del 67,69% frente al 

38,77% para caprinos, de manera que la tasa de motilidad de los espermatozoides 

después la crioconservación disminuyó significativamente en las tres especies. Resultados 

similares al presente estudio fue el estudio de Akyol et al., 2018, evaluaron semen de toro 

de la raza pardo suizo con 2 y 30 años de almacenamiento en nitrógeno líquido. En los 

resultados no se observaron diferencias en términos de motilidad total 62.40 ± 2.66% vs 

62.28 ± 4.11% y progresiva 24.9 ± 1.61% vs 20.72 ± 2.11%. 

 
 
Caso contrario es el de Prihantoko et al., 2020, en el cual se analizó el efecto del tiempo 

de almacenamiento sobre la motilidad de los espermatozoides con 3 años de 

almacenamiento a -196oC, los resultados mostraron que la motilidad el primer mes fue 

53,80 %, y después de 3 años fue 39,52%. La motilidad no se vio afectada hasta el sexto 

mes de almacenamiento. Contrario al presente estudio fue el de Chrenek et al., 2017, 

donde se evaluó la motilidad del semen de toros Pinzgau que se almacenaron en nitrógeno 

líquido durante diferentes períodos: menos de 8 años (grupo 1), 8 a 13 años (grupo 2) y 

14 a 18 años (grupo 3), la motilidad media de los espermatozoides después de la 

descongelación en todos los grupos examinados fue superior al 40 %; no se observó 

influencia significativa de la duración del almacenamiento sobre la motilidad espermática 

total y el movimiento progresivo de los espermatozoides. Mismo reporte se halló en el 

estudio de Malik et al., 2015, donde se utilizaron 140 pajillas de cuatro toros Holstein-

Friesian, que se almacenaron entre uno y seis años en nitrógeno líquido. La motilidad de 

los espermatozoides descongelados no disminuyó significativamente en el 
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almacenamiento de 1, 2 y 3 años, mientras que la motilidad fue significativamente diferente 

con el almacenamiento a los 4, 5 y 6 años disminuyendo su motilidad en cada año. En el 

estudio de Ahmed et al., 2019 evaluaron el efecto de la criopreservación durante 24 horas 

sobre espermatozoides de búfalo, encontrando que la motilidad total de los 

espermatozoides se redujo significativamente (94,0 ± 0,7% vs 73,4 ± 2,9%) al igual que la 

motilidad progresiva (67,8 ± 1,0% vs 28,5 ± 0,9 %). 

 
 
En la Tabla 3-1 se muestran los parámetros cinéticos espermáticos de semen congelado 

con diferentes tiempos de almacenamiento pertenecientes a toros de la raza Holstein. VCL 

analiza la velocidad de la cabeza de un espermatozoide en función del tiempo promedio a 

lo largo de su trayectoria curvilínea real. VSL mide la velocidad de la cabeza de un 

espermatozoide en un promedio de tiempo a lo largo de la línea recta entre su primera y 

última posición detectada. VAP mide la velocidad de la cabeza de un espermatozoide a lo 

largo de su trayectoria promedio sobre una base de tiempo promedio. Esta ruta se calcula 

suavizando la ruta real de acuerdo con los algoritmos del instrumento CASA. ALH mide la 

magnitud del desplazamiento lateral de la cabeza de un espermatozoide sobre su 

trayectoria media (Larsen et al., 2000). En cuanto al primer parámetro, velocidad curvilínea 

(VCL) hubo diferencia significativa entre el grupo de 0 a 10 años de almacenamiento con 

el grupo de 21 a 30 años (p<0.05), para el parámetro de velocidad promedio (VAP) se 

encontró diferencia entre el grupo de 0 a 10 y 11 a 20 años (p<0.05), para el parámetro de 

velocidad lineal (VSL) hubo diferencia significativa en el grupo de 0 a 10 con 11 a 20 y 21 

a 30 años (p<0.05), para el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) no hubo diferencia 

significativa (p>0.05) y por último, para el parámetro de frecuencia de batido (BCF) hubo 

diferencia significativa entre el grupo de 0 a 10 y 11 a 20 años (p<0.05). 
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Tabla 3-1. Parámetros de cinética espermática de pajuelas de eyaculados bovinos Holstein 
con diferentes tiempos de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 
0 a 10 años 11 a 20 años 21 a 30 años 

VCL 119.94 ± 4.76b 127.36 ± 3.53a 123.09 ± 3.94ab 

VAP 69.43 ± 3.13b 75.28 ± 1.63a 73.04 ± 1.86ab 

VSL 52.85 ± 1.01b 60.92 ± 1.17a 59.39 ± 1.14a 

ALH 6.48 ± 0.17a 6.21 ± 0.18a 6.05 ± 0.18a 

BCF 21.6 ± 0.44b 25.47 ± 0.71a 23.96 ± 0.66ab 

Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Letras 

diferentes en las filas indican diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). VCL: 

Velocidad curvilínea, VAP: Velocidad media, VSL: Velocidad rectilínea, ALH: 

Desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de batido. 

 
 
La estimación de la motilidad es un paso esencial en la evaluación de la fertilidad en el 

macho y puede considerarse una prueba funcional debido a su relación con el estado 

energético de los espermatozoides de mamíferos (Roldan, 1998). En la crioconservación 

prolonga de los espermatozoides la criolesión asociada puede provocar la pérdida de la 

motilidad de los espermatozoides e inducir daño acrosomal, despolarización de la 

membrana mitocondrial, criocapacitación y alteración de la permeabilidad de la membrana 

plasmática (J. L. Bailey et al., 2000). 
 
 
Ramírez et al., 2016 encontró consistentemente los valores más bajos de hiperactivación, 

ALH y BCF en el semen almacenado durante 40 años, siendo así similar a esta 

investigación con los parámetros ALH y BCF en el grupo de mayor tiempo de 

criopreservación. En el estudio de Akyol et al., 2018, evaluaron semen de toro de la raza 

Pardo Suizo con 2 y 30 años de almacenamiento. Sin embargo, los valores de VAP (99.03 

± 4.27% vs 85.8 ± 1.57%) y VCL (179.71 ± 8.09% vs 145.41 ± 3.34%) fueron más bajos en 

esperma congelado a largo plazo, siendo contrario a este estudio ya que a largo plazo no 

hubo diferencia significativa en estos parámetros. Otro estudio que arrojó resultados 

opuestos fue el de Arbaiza & Cabrera, 2021, donde se observó la disminución de los 

valores con diferencias significativas en los parámetros seminales motilidad, motilidad 

progresiva, al igual que para los parámetros cinéticos VCL, VSL, VAP, ALH, BCF, después 

de la criopreservación. Otro caso diferente estuvo en los resultados de Ahmed et al., 2019  
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donde evaluaron el semen fresco y el efecto de la criopreservación durante 24 horas sobre 

espermatozoides de búfalo, encontrando una reducción significativa de VAP (127% frente 

a 75%), VSL (115% frente a 64%), VCL (167% frente a 114%) y BCF (39% frente a 31%). 

 
 
Algunos parámetros como la motilidad progresiva y los cinéticos se observan con menor 

calidad en el primer grupo de almacenamiento, una explicación tangible pueden ser las 

variables que no podemos controlar como raza, edad, medio ambiente (temperatura y 

humedad), individuo y manejo (Barkawi et al., 2006), así como el proceso de congelación, 

el semen de ciertos individuos congelará mal, lo que resulta en mala motilidad y daño en 

la membrana plasmática, esta es una clara indicación de que los espermatozoides con 

ventaja de fertilidad antes de la congelación no serán necesariamente los mejores 

adaptados para sobrevivir a la criopreservación (Thurston et al., 2002). 

 
 

3.2. Integridad funcional de la membrana plasmática  
 
Los espermatozoides se caracterizan por la fluidez de la membrana plasmática y el bajo 

contenido de agua que los hacen más resistentes al daño criogénico en comparación con 

otros tipos de células (Agca et al., 2002). El porcentaje de espermatozoides reaccionados 

a la prueba Host disminuyó significativamente (p>0.05), cuando el tiempo de 

almacenamiento fue mayor (Figura 3-2). Se observó que el grupo de 21-30 años fue 

significativamente menor en comparación con los demás grupos (p<0.05). La frecuencia 

de espermatozoides reaccionados fue de 55.28 ± 1.39%, 52.69 ± 1.78% y 41.71 ± 1.22% 

para el rango de almacenamiento de 0-10, 11-20 y 21-30 respectivamente. 
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Figura 3-2. Porcentaje de células espermáticas de toro que reaccionaron a la prueba 
HOST según el tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Letras diferentes en 

las filas indican diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). 

 

El proceso de congelación-descongelación cambia la fisiología y deforma la estructura de 

los espermatozoides debido a cambios en el equilibrio osmótico, generación de oxidantes 

reactivos excesivos y formación de cristales de hielo intracelulares (Kumar et al., 2019; 

Ugur et al., 2019). Mencionan Carmody & Cotter, 2001 que la apoptosis y las alteraciones 

de la membrana plasmática pueden ser inducidas por las especies reactivas de oxígeno.  

 
 
Es así como en el experimento de Rubio et al., 2009, los resultados mostraron diferencias 

estadísticas significativas (71,85% vs 50,82%) entre los eyaculados frescos y las muestras 

descongeladas de 4 toros con una semana de almacenamiento a -196 °C. La integridad 

estructural de la membrana plasmática se vio notablemente afectada por la 

criopreservación al comparar las muestras frescas y descongeladas. En un estudio similar, 

Prihantoko et al., 2020, evaluaron el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la 

integridad de la membrana con 3 años de almacenamiento, los resultados encontrados 

fueron para primer mes un 76,35% y después de 3 años un 48,25%, por lo que se consideró 

que la integridad de la membrana comenzó a disminuir en el tercer mes. Caso contrario a 

la presente investigación donde solo hubo diferencia significativa en el grupo de 21-30 

años. Similar resultado aunque con menor rango de almacenamiento fue en el estudio de 

Ghareeb et al., 2017, quienes evaluaron el eyaculado de 3 toros raza Brangus- Hereford 
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con 1 y 2 semanas de criopreservación mediante prueba Host, la reacción de la membrana 

plasmática fue 56.87% y 55.48% para las semanas 1 y 2 respectivamente.  

 
 
Temperaturas bajo cero dan como resultado que las células se deshidraten para 

compensar la mayor concentración de sal extracelular debido a la formación de hielo. En 

consecuencia, la concentración de sal intracelular aumenta y se produce un choque 

osmótico (efecto de solución) (Anzar et al., 2011). La reducción de la fertilidad del 

espermatozoide luego de la criopreservación es atribuida en gran parte a la alteración de 

la función y de la estructura de su membrana (Medeiros et al., 2002; Parks & Graham, 

1992). Los daños causados son lesiones pequeñas que pueden ser acumulativas, 

resultando en importantes cambios, tanto en la membrana como en el citosol al final del 

proceso (Nicolas et al., 2012). Las alteraciones en el contenido y la ubicación de las 

proteínas, como los canales iónicos, son otra posible causa de deterioro de la función de 

la membrana después de la criopreservación (Hezavehei et al., 2018). Las diferencias se 

atribuyen a la sensibilidad de la membrana plasmática de los espermatozoides a los flujos 

osmóticos que acompañan a la adición y eliminación de un crioprotector (Lisa M. Thurston 

et al., 2002). La temperatura y los efectos osmóticos tanto en la congelación como en la 

descongelación alteran el volumen de agua de los espermatozoides y los exponen a una 

alta concentración de sal, lo que les confiere un estrés mecánico considerable y es 

responsable de la asimetría en la integridad de la membrana plasmática (Noiles et al., 

1995). 

 
 

3.3. Morfología espermática 
 
En la figura 3-3 se observa la morfología de los espermatozoides según su tiempo de 

almacenamiento. En la forma de la cabeza solo hubo diferencia significativa entre el grupo 

de 0-10 y 11-20 años (p<0.05), en cuanto a la pieza media del espermatozoide hubo 

diferencia significativa entre el grupo de 0-10 y 21-30 años (p<0.05), habiendo así mayor 

defecto cuando el tiempo de almacenamiento fue más prolongado. Con respecto a la cola 

no hubo diferencia significativa en los tres grupos (p>0.05). Respecto a las alteraciones 

morfológicas totales, el grupo 1 resultó con menos alteraciones, luego el grupo 2 y por 
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último el 3, siendo evidente un efecto acumulativo de alteraciones morfológicas a mayor 

tiempo de almacenamiento. El proceso de congelación también causa criodaño 

morfológico, incluida una marcada hinchazón de la pieza intermedia del esperma rica en 

mitocondrias asociada con el desacoplamiento del metabolismo oxidativo, aumento de la 

producción de EROs y aumento de los cambios de tipo apoptótico (Salazar et al., 2011). 

Hay evidencia de que a largos periodos de almacenamiento puede resultar en una perdida 

de proteínas de la superficie del esperma (Lessard et al., 2000). Los cambios osmóticos 

durante la criopreservación pueden causar daño a la membrana lipídica y fugas iónicas en 

las membranas plasmáticas resultando en cambios morfológicos (Sa-Ardrit et al., 2006). 

Una entrada de líquido no controlada en los espermatozoides pueden cambiar la 

osmolalidad celular y deformar la estructura de la membrana, alterando en consecuencia 

la morfología de los espermatozoides (O’Connell et al., 2002; Ozkavukcu et al., 2008). Los 

resultados del experimento de Rubio et al., 2009 demuestran que el proceso de 

congelación-descongelación afecta la integridad de las membranas, tanto a lo referente a 

morfología como funcionalidad. Sin embargo, se pudo demostrar como los 

espermatozoides de los diferentes toros evaluados, resisten de manera distinta los efectos 

detrimentales de la criopreservación. Así mismo, el estudio confirma que el daño criogénico 

puede ocurrir indistintamente sobre la integridad estructural y funcional de la membrana 

plasmática. 
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Figura 3-3. Porcentaje de células espermáticas de toro con alteración morfológica según 
el tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Letras diferentes en 

las filas indican diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). PM: Parte media. 

 

En un estudio de Goshme et al., 2021, las anomalías morfológicas fueron del 5.4%, siendo 

similar al total de espermatozoides anormales del grupo de 0-10 años de almacenamiento 

en la presente investigación. En otro orden de ideas, se ha descrito que el daño criogénico 

sobre la cabeza y el flagelo espermático pueden ocurrir independientemente uno del otro 

(Zhu & Liu, 2000). Otro caso similar fue el estudio de Malik et al., 2015 donde utilizaron 

toros Holstein, para los cuales la anormalidad de los espermatozoides descongelados no 

fue significativamente mayor en el almacenamiento durante 1, 2 y 3 años. Mientras que las 

anomalías aumentaron significativamente con el almacenamiento a los 4, 5 y 6 años con 

17.63 ± 0.19%, 19.38 ± 0.24% y 22.50 ± 0.32% respectivamente. 

 
 
Caso contrario fue el estudio de Chrenek et al., 2017, donde se evaluó la morfología del 

semen de toros Pinzgau que se almacenaron en nitrógeno líquido durante diferentes 

períodos: menos de 8 años (grupo 1), 8 a 13 años (grupo 2) y 14 a 18 años (grupo 3). En 

cada grupo probado, la tasa promedio de espermatozoides malformados no superó el 20%. 

Otro caso donde no hubo diferencias fue en el estudio de Ghareeb et al., 2017, quienes 

evaluaron tres toros raza Brangus- Hereford con 1 y 2 semanas de criopreservación, y se 
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encontró que la apariencia morfológica anormal fue 11.61% y 11.97% para las semanas 1 

y 2, respectivamente, sin ser significativamente diferentes. Además, en el estudio de 

Ahmed et al., 2019, con espermatozoides de búfalo frescos comparados con aquellos 

almacenados durante 24 horas, se encontraron anormalidades de la cabeza de 3.50% vs 

4.77% y anormalidades en la cola 2.15% vs 3.71%, siendo significativo el aumento de las 

anormalidades debido al proceso de congelación-descongelación.  

 
 
Ha quedado claro que existe una amplia heterogeneidad de morfología no solo entre 

individuos sino entre espermatozoides del mismo eyaculado (Thurston et al., 1999). Cohen, 

1973, sugirió que la variación en la morfología de los espermatozoides era el resultado de 

errores posteriores a la segregación en la meiosis, como la formación de quiasmas. Sin 

embargo la justificación fisiológica de porque ciertas subpoblaciones  de espermatozoides 

con distintos tipos de morfología deberían correlacionarse con el resultado del protocolo 

de criopreservación (Thurston et al., 2002). 

 
 

3.4 Estabilidad de la membrana plasmática  
 
Para la población de espermatozoides con mayor desestabilización de la membrana 

plasmática (Merocianina 540 - Alto), se observó mayor porcentaje en el grupo de 0-10 años 

de almacenamiento. Igualmente, para la población de espermatozoides con menor 

desestabilización de la membrana plasmática (Merocianina 540 - Bajo), (por ejemplo 

podemos observar la distribución de Merocianina 540 en citometría de flujo en la figura 

3.5), solo el primer grupo (0-10 años) fue diferente a los demás grupos de almacenamiento 

(p<0.05) (Figura 3-4). De acuerdo con lo anterior, la desestabilización de la membrana 

como indicador de la capacitación espermática estaría indicando una posible alteración o 

cambio en el proceso de capacitación a causa del proceso de criopreservación o 

descongelación.  
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Figura 3-4. Porcentaje de células espermáticas de toro con alteración en la estabilidad de 
la membrana plasmática según el tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. 
 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Letras diferentes en 

las filas indican diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). 
 
 
La citometría de flujo ofrece la posibilidad de medir objetivamente miles de células para 

múltiples características en poco tiempo con una preparación mínima (Graham et al., 

1990). Durante la congelación convencional, se forma hielo a partir de la cristalización del 

agua y, a menudo, provoca daños en los tejidos y actúa sobre las estructuras celulares 

(Isachenko et al., 2003). Es probable que un deterioro tan drástico en la resistencia 

osmótica de la membrana espermática sea un factor que podría limitar la capacidad de 

fertilización de los espermatozoides congelados y descongelados después de un 

almacenamiento criogénico prolongado (Fraser et al., 2014). Dode & Rumpf, 2002 

mencionan que las técnicas de reproducción asistida donde se evalúa la capacidad 

fecundante son, lainseminación artificial, transferencia de embriones, fecundación in vitro 

e inyección intra-citoplasmática de espermatozoides. 
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Figura 3-5. Ejemplo de la distribución de la población de células teñidas con Merocianina 
540 en citometría de flujo.  

 
 
Los posibles daños a los espermatozoides después de varios años de almacenamiento a 

-196°C que se han sugerido son: daños genéticos, por ejemplo, anomalías en el 

ADN; producción de especies reactivas de oxígeno durante la congelación, lo que puede 

causar una reducción en la fluidez de la membrana del esperma y disminuir la función del 

esperma después de la crioconservación (Chatterjee & Gagnon, 2001); y pérdida de 

proteínas de la superficie del esperma, que son necesarias para la fertilización, y podría 

ser el resultado de períodos largos y cortos de almacenamiento (Haugan et al., 2007). 

 

3.5 Concentración de calcio intracelular 
 
En la capacitación bovina el flujo inicial de calcio se utiliza para llenar un depósito de calcio 

intracelular ubicado en el acrosoma (Parrish et al., 1999), esta distribución diferencial de 

calcio intracelular puede ser responsable de los diferentes patrones de fosforilación de 

tirosina en la inducción de la capacitación bovina (Satorre & Córdoba, 2010), regulando la 

motilidad e hiperactividad de los espermatozoides (Ho & Suarez, 2001). En la figura 3-6 se 
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observa la fluorescencia de Fura-2 AM, donde no hubo diferencias significativas (p>0.05), 

para las poblaciones con bajo flujo de calcio (Fura-Bajo) y alto flujo de calcio (Fura-Alto) 

(cuyo ejemplo de distribución se puede observar en la figura 3.7), entre los grupos 

establecidos para el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, se observó una tendencia 

hacia la reducción de Fura-Bajo y el incremento de Fura-Alto de los espermatozoides, 

cuando hubo mayor tiempo de almacenamiento (21-30 años). Lo anterior, podría estar 

asociado con los efectos del almacenamiento sobre la integridad de la membrana 

plasmática y por ende del flujo de calcio a través de la membrana, al igual que sobre las 

rutas de capacitación espermática. Tras la incubación de las células con Fura-2/AM, 

molécula liposoluble, una vez alcanzado el interior celular, las esterasas hidrolizan dicha 

molécula a su forma hidrosoluble (FURA-2), la cual, al unirse al Ca2+ provoca la emisión 

de fluorescencia proporcional al Ca2+, y permite su monitorización en tiempo real 

(Grynkiewicz et al., 1985). 
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Figura 3-6. Concentración intracelular de calcio en células espermáticas de toro según el 
tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. 
 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Ausencia de letras 

en las filas indican que no hay diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). 
 
En varias especies de mamíferos hay un aumento de la concentración de calcio intracelular 

durante la capacitación espermática, pero todos los mecanismos de regulación no han sido 

completamente dilucidado todavía (Satorre & Córdoba, 2010). Según datos de Satorre & 

Córdoba, 2010, la variación del calcio intracelular puede ser un punto crucial relacionado 

con la fosforilación de tirosina, el metabolismo y señales de apoptosis para permitir la 

inducción de la capacitación. 
 
 
El choque frío altera la permeabilidad selectiva de la membrana espermática al calcio 

elevando el nivel de calcio intracelular durante la capacitación y la hiperactivación (Parrish 

et al., 1999), provocado por la adenil ciclasa y la proteína quinasa que son activadas por 

EROs, el producto de esta enzima es cAMP intracelular lo suficiente como para 

desencadenar los mecanismos involucrados en la capacitación de los espermatozoides 

(Breitbart, 2002; Pommer et al., 2003). Los cambios similares a la capacitación en los 

espermatozoides se inducen debido a la pérdida de colesterol de la membrana (Neild et 

al., 2003). 
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Figura 3-7. Ejemplo de la distribución de la población de células que reaccionan con Fura-
2 AM en citometría de flujo. 
 

 
 
 

3.6 Actividad mitocondrial 
 
Durante la crioconservación se interrumpen las interacciones lípido-proteína y, por tanto, 

las proteínas ya no actúan eficientemente como enzimas, receptores o canales iónicos 

(Lemma, 2011). Investigadores demostraron que las proteínas axonémicas, como las 

dineínas, las tubulinas y las proteínas de choque térmico, así como las proteínas 

mitocondriales, como la succinato deshidrogenasa y las ATP sintasas, son objetivos 

comunes de los peróxidos lipídicos, lo que afecta negativamente a la actividad de la cadena 

de transporte de electrones (R. Aitken et al., 2015). La cadena de transporte de electrones 

es un componente esencial de la fosforilación oxidativa mitocondrial involucrada en la 

producción de ATP (Peris-Frau et al., 2020). En los resultados del presente estudio (figura 

3-8), se encontró que para la población de espermatozoides con actividad mitocondrial alta 

(DiOC-Alto), el grupo de almacenamiento de 11-20 años fue mayor respecto al grupo de 

0-10 años (p<0.05), pero sin diferencia estadística con el grupo de 21-30 años (p>0.05). 
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En cambio, para la población de espermatozoides con actividad mitocondrial baja (DiOC-

Bajo), el grupo de 0-10 años no fue diferente al grupo de 21-30 años (p>0.05), pero fue 

mayor al grupo 11-20 años (p<0.05). DiOC es un colorante fluorescente verde, lipofílico, 

que detecta el potencial de membrana mitocondrial mediante la acumulación en la matriz 

mitocondrial debido a su potencial negativo de membrana (Chang et al., 2013). 

 
Figura 3-8. Porcentaje de células espermáticas de toro con alta o baja actividad 
mitocondrial según el tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. 
 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Letras diferentes (a, 

b) indican diferencia estadística para DiOC-Alto (p<0,05). Letras diferentes (A, B) indican diferencia 

estadística para DiOC-Bajo (p<0,05). 
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Figura 3-9. Ejemplo de la distribución de actividad mitocondrial por citometría de flujo. 
 

 
 
En un estudio Ahmed et al., 2019, evaluaron el efecto de la criopreservación durante 24 

horas sobre el potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides de búfalo, con 

valores de 80,5 ± 1.3% vs 44.9 ±0.7 % (evaluado con el colorante JC-1) entre el semen 

fresco y el criopreservado, siendo similar a los resultados de la presente investigación, 

donde hubo diferencias entre los grupo de 0-10 y 11-20 años. Igualmente en un estudio de 

Prihantoko et al., 2020, se encontró un valor significativamente diferente para la actividad 

mitocondrial de 64,24% para el primer mes y 49,12% luego de 3 años de almacenamiento. 

Se ha sugerido, que la motilidad, la integridad de la membrana y la función mitocondrial se 

ven afectadas de manera similar por la crioconservación (Henry et al., 1993). 

 
 
En presencia de un alto potencial ΔΨ, JC-1 forma los llamados agregados que están 

asociados con un gran cambio en la emisión (590 nm) (Reers et al., 1991). Este método 

citofluorimétrico es tanto cualitativo como cuantitativo; permite la identificación de 

poblaciones con diferente contenido de mitocondrias; ya se ha utilizado para estudiar el 

comportamiento de estos orgánulos en una variedad de condiciones, incluida la apoptosis. 

Thomas et al., 1998, evaluaron los efectos de la criopreservación sobre la función 
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mitocondrial de eyaculados de 12 toros de la raza Holstein con 24 horas de 

almacenamiento, los porcentajes medios de agregados de JC-1 para los toros 6, 7 y 8 

fueron 12,9 %, 30,9 % y 58,6 %, respectivamente. Después de la crioconservación, estos 

valores se redujeron a 0,5%, 1,3% y 0,9%, respectivamente. 

 
 
Las principales características apoptóticas de los espermatozoides son la disminución del 

potencial de la membrana mitocondrial, la activación de la caspasa, la reducción del 

volumen celular, la fragmentación del ADN y el aumento de la permeabilidad de la 

membrana (Di Santo et al., 2012). 

 
 

3.7 Viabilidad espermática  
 
En cuanto a la viabilidad de los espermatozoides se observa en la figura 3-10 que no existió 

una relación clara del tiempo de almacenamiento con la proporción de espermatozoides 

vivos, al no encontrarse diferencias significativas (p>0.05). 
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Figura 3-10. Porcentaje de células espermáticas de toro vivas o muertas según el tiempo 
de almacenamiento en nitrógeno líquido. 
 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Ausencia de letras 

en las filas indican que no hay diferencia estadística para cada parámetro (p>0,05). 

El daño a la membrana plasmática durante los procesos de congelación y descongelación 

es causado por la peroxidación lipídica en los espermatozoides que han estado 

almacenados por mucho tiempo, disminuyendo la viabilidad y afectando la conservación 

del semen para la inseminación artificial (Prihantoko et al., 2020). Estos mismos autores 

realizaron un estudio sobre el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la viabilidad del 

semen sometido 3 años a -196oC; encontrando un valor de 62,75% para primer mes, con 

una reducción hasta el 41,56% después de 3 años. Crister et al., (1987) observaron que 

los espermatozoides descongelados motiles, con membranas intactas no mantenían su 

viabilidad y capacidad fecundante durante tanto tiempo como los espermatozoides del 

semen fresco. James et al., 2002 evaluaron la viabilidad de los espermatozoides después 

del almacenamiento del epidídimo de los caballos a 5°C durante un máximo de 96 horas. 

En este estudio, no hubo diferencia en el porcentaje de motilidad progresiva e integridad 

de la membrana después del almacenamiento a 5°C, similar a los presentes resultados. 

En el estudio de Malik et al., 2015 la viabilidad de los espermatozoides descongelados no 

disminuyó significativamente entre el almacenamiento de 1 año y 2 años con 80.63% y 

75.88% respectivamente. Mientras que la viabilidad fue significativamente diferente con el 
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almacenamiento a los 3, 4, 5 y 6 años con 72.88%, 70.25%, 68.88% y 64.50%, siendo 

diferente con los resultados de esta investigación. 

 

Figura 3-11. Ejemplo de la distribución de células vivas y muertas en citometría de flujo. 

 
 
Las sustancias potencialmente tóxicas liberadas por los espermatozoides muertos, los 

neutrófilos y los macrófagos afectan a los espermatozoides que sobreviven 

criogénicamente, aumentando aún más su nivel y, finalmente, conducen a una disfunción 

espermática (Gomez et al., 1998). 

 
 

3.8 Producción de especies reactivas de oxigeno  
 
En general, se ha informado que la criopreservación de espermatozoides induce un 

aumento de la permeabilidad de la membrana plasmática, sobreproducción de EROs, 

reducción y deterioro del potencial de la membrana mitocondrial, daño acrosomal y menor 

motilidad de los espermatozoides de los toros (Khalil et al., 2018; Yoon et al., 2015). Así 

mismo, se ha demostrado en espermatozoides de ovinos (Peris et al., 2007) y bovinos 
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(Bilodeau et al., 2000), que los niveles de EROs aumentan significativamente durante el 

proceso de criopreservación. Estos niveles elevados podrían tener un rol importante en la 

disminución de la función espermática durante el proceso de criopreservación (Kim et al., 

2010; Lone et al., 2017), a través de la peroxidación de lípidos, y luego, mediante apoptosis 

y muerte celular (Moustafa et al., 2004). En esta investigación, no se observaron 

diferencias estadísticas entre los grupos de almacenamiento (p>0.05) (figura 3-12), aunque 

el grupo de 21-30 años de almacenamiento, mostró una tendencia numérica hacia una 

mayor proporción de células con alta producción de EROs (cercana a un 10% superior), 

respecto a los demás grupos. 

 
 
Figura 3-12. Producción de especies reactivas de oxígeno en células espermáticas de toro 
según el tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido. 
 

 
Los resultados se presentan como media ± error estándar de la media (SEM). Ausencia de letras 

en las filas indican que no hay diferencia estadística para cada parámetro (p<0,05). 
 
En un estudio de Akyol et al., 2018, se evaluó semen de toro de la raza Pardo Suizo con  

2 y 30 años de almacenamiento en nitrógeno líquido, con resultados en el aspecto oxidativo 

que mostraron mayor proporción de células alteradas a largo plazo en comparación con el 

de corto plazo (7.45% vs 1.34%). 
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Heinrich & Bittner, 2018 examinaron el semen congelado-descongelado de nueve toros 

Holstein-Friesian y detectaron diferencias de la capacidad antioxidante total en plasma 

seminal entre los toros. La incorporación de antioxidantes en el medio de criopreservación 

podría ser una forma de investigación para mejorar la eficiencia de la criopreservación de 

esperma bovino (Martin et al., 2007). 

 

Figura 3-13. Ejemplo de la distribución de células según la producción de EROs por 
citometría de flujo. 
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3.9 Análisis de regresión por parámetro según el tiempo 
de almacenamiento y regresión por parámetro y toro 
según el tiempo de almacenamiento 
 
Tabla 3-2. Análisis de regresión por parámetro según el tiempo de almacenamiento 

Parámetro β 0 β 1 R2 p 
MT 73.34 -0.76 0.090 0.010 
MP 44.85 -0.43 0.050 0.048 
VCL 124.77 -0.04 0.000 0.941 
VAP 69.90 0.17 0.004 0.566 
VSL 60.65 -0.04 0.000 0.804 
ALH 6.06 0.002 0.000 0.919 
BCF 25.38 -0.04 0.002 0.651 

HOST 59.02 -0.63 0.090 0.009 
CAB 2.50 0.04 0.009 0.426 
PM 0.78 0.29 0.190 0.000 

COLA 0.13 0.05 0.050 0.054 
MA 3.51 0.38 0.150 0.000 

β0: Intercepto. β1: coeficiente de regresión. R2: Coeficiente de determinación del modelo de 
regresión. p: valor P. Los resultados con valores p menores a 0.05 indican significancia estadística. 
MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: Velocidad curvilínea, VAP: Velocidad media, 
VSL: Velocidad rectilínea, ALH: Desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de batido. 
HOST: integridad funcional de membrana. CAB: anormalidades de la cabeza. PM: anormalidades 
de la pieza media. COLA: anormalidades de la cola. MA: espermatozoides anormales totales. 
 
 
El análisis de regresión arrojó coeficientes de regresión significativos y negativos para los 

parámetros MT, MP y HOST (p<0.05), lo cual indica una reducción en la magnitud estimada 

en cada parámetro por efecto de cada año de almacenamiento en nitrógeno líquido. Por 

otro lado, se hallaron coeficientes de regresión significativos y positivos para PM, MA 

(p<0.05), mostrando un incremento en las alteraciones morfológicas en general y de la 

pieza media con el incremento del tiempo de almacenamiento. Como menciona Nicolas et 

al., 2012, estos daños son lesiones pequeñas que pueden ser acumulativas con el tiempo 

tanto en la membrana como en el citosol desencadenando perdida de su función al final 

del proceso. El presente estudio lo podemos relacionar con la investigación de Sullivan & 

Mixner, 1963, donde la motilidad previa a la congelación fue del 72.5% y mostró una 

disminución lineal de 1.33 unidades porcentuales por cada tres meses de almacenamiento 

a -196oC. 
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De acuerdo con el análisis de regresión, los parámetros de VCL, VAP, VSL, ALH, BCF, 

CAB y COLA no presentaron alteraciones significativas por tiempo de almacenamiento 

(p>0.05). Se ha descrito que el daño criogénico sobre la cabeza y la cola del espermático 

pueden ocurrir independientemente uno del otro (Zhu & Liu, 2000). 
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Tabla 3-3. Análisis de regresión por parámetro y toro según el tiempo de almacenamiento 

 

 
Β0: Intercepto. β1: coeficiente de regresión. R2: Coeficiente de determinación del modelo de 
regresión. p: valor P. Los resultados con valores p menores a 0.05 indican significancia estadística. 
β0: Intercepto. β1: coeficiente de regresión. R2: Coeficiente de determinación del modelo de 
regresión. p: valor P. Los resultados con valores p menores a 0.05 indican significancia estadística. 
MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VCL: Velocidad curvilínea, VAP: Velocidad media, 
VSL: Velocidad rectilínea, ALH: Desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: Frecuencia de batido. 
HOST: integridad funcional de membrana. CAB: anormalidades de la cabeza. PM: anormalidades 
de la pieza media. COLA: anormalidades de la cola. MA: espermatozoides anormales totales. 
 

  Toro 1 Toro 2 Toro 3 
Parámetro β 0 β 1 R2 p β 0 β 1 R2 p β 0 β 1 R2 p 

MT 6.00 4.68 0.32 0.050 109.62 -2.18 0.03 0.560 130.72 -3.64 0.14 0.150 
MP -12.91 4.43 0.60 0.002 34.75 0.00 0.00 1.000 57.96 -1.09 0.01 0.650 
VCL 186.93 -3.87 0.37 0.033 -1.01 5.24 0.16 0.180 282.43 -8.22 0.17 0.102 
VAP 97.46 -1.33 0.29 0.060 -19.16 3.84 0.28 0.070 132.19 -3.11 0.09 0.230 
VSL 63.96 0.05 0.0005 0.942 -15.51 3.09 0.30 0.065 66.34 -0.41 0.003 0.828 
ALH 8.60 -0.17 0.72 0.000 2.28 0.15 0.07 0.400 17.23 -0.55 0.37 0.011 
BCF 20.33 0.55 0.11 0.270 -9.00 1.36 0.15 0.201 -0.06 1.25 0.09 0.250 

HOST -14.33 6.00 0.67 0.001 77.25 -1.37 0.04 0.530 216.34 -8.61 0.60 0.0004 
CAB 8.50 -0.31 0.05 0.480 -30.62 1.43 0.29 0.065 8.76 -0.30 0.09 0.253 
PM 6.16 0.06 0.002 0.876 -25.87 1.43 0.31 0.050 26.02 -1.10 0.31 0.022 

COLA -2.83 0.37 0.15 0.202 -1.25 0.12 0.01 0.711 4.48 -0.19 0.04 0.415 
MA 11.83 0.12 0.01 0.710 -54.75 2.87 0.46 0.014 39.27 -1.60 0.29 0.020 

  Toro 4 Toro 5 
Parámetro β 0 β 1 R2 p β 0 β 1 R2 p 

MT -11.5 3.25 0.12 0.110 68.03 0.10 0.001 0.960 
MP 25.96 0.38 0.003 0.804 22.67 1.66 0.09 0.320 
VCL -20.23 6.83 0.11 0.150 -17.21 11.56 0.66 0.001 
VAP 58.84 0.64 0.005 0.750 -34.72 8.79 0.34 0.045 
VSL 99.78 -1.98 0.13 0.104 26.22 2.71 0.40 0.026 
ALH -7.14 0.63 0.32 0.008 1.73 0.35 0.56 0.004 
BCF 84.22 -2.95 0.63 0.0001 16.72 0.53 0.16 0.188 

HOST 37.26 0.28 0.004 0.777 86.42 -3.58 0.55 0.005 
CAB 7.90 -0.27 0.046 0.360 -2.25 0.37 0.10 0.314 
PM -10.55 0.84 0.10 0.169 3.07 -0.03 0.002 0.890 

COLA -1.12 0.12 0.01 0.590 -1.28 0.14 0.14 0.220 
MA -3.35 0.67 0.04 0.390 -0.46 0.48 0.09 0.331 
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En el análisis de regresión por individuo vale la pena resaltar el hallazgo de la alteración 

significativa con el tiempo de almacenamiento (P<0.05) en algunos parámetros cinéticos 

no observados en el análisis de regresión global, como el caso de la reducción observada 

(coeficientes de regresión negativos) para VCL, VAP y ALH del toro 1, ALH en el toro 3 y 

BCF del toro 4; mientras que otros individuos mostraron incluso un incremento significativo 

de algunos parámetros cinéticos (p>0.05), como ALH para el toro 4 y VCL, VSL, VAP y 

ALH para el toro 5. Por otro lado, mientras los toros 2, 3 y 4 mostraron una alteración de 

la morfología espermática más consistente para los diferentes parámetros evaluados 

(P<0.05), los toros 1 y 5 no mostraron alteraciones morfológicas significativas (P>0.05). 

Para el parámetro HOST igualmente se observó un comportamiento diferencial por 

individuo. Por lo tanto, puede considerarse que el efecto del individuo es bastante relevante 

en la tolerancia de los espermatozoides al tiempo de almacenamiento.  
 
 
Ramírez et al., 2016, analizaron dosis de semen de la raza Holstein con intervalos de 1, 

10, 25, 40 y 45 años de almacenamiento, y en su caso, el análisis comparativo de la 

motilidad total de los espermatozoides no mostró diferencias significativas entre los 

tiempos de almacenamiento analizados, mientras que los valores más bajos de 

hiperactivación, ALH y BCF se observaron en el semen almacenado durante 40 años. 

 

 

 
 





 

 
 

4 Conclusiones y recomendaciones 

Conclusiones 
 
La movilidad y la cinética de los espermatozoides bovinos está influenciada por los largos 

periodos de almacenamiento en nitrógeno líquido, con una tendencia global hacia la 

reducción de algunos parámetros específicos, pero con una respuesta altamente 

dependiente del individuo del cual provienen las muestras seminales. 

 

La funcionalidad de la membrana plasmática se ve afectada por los largos periodos de 

almacenamiento del semen bovino en condiciones de criopreservación. Así mismo, a 

mayor tiempo de almacenamiento del semen bovino en nitrógeno líquido, mayor es el daño 

provocado en la morfología de los espermatozoides, siendo la cabeza y la pieza media, las 

estructuras que presentan mayor grado de alteraciones. 

 

La estabilidad de la membrana plasmática, el flujo de calcio intracelular y la actividad 

mitocondrial de los espermatozoides como indicadores asociados a la capacitación y el 

metabolismo espermático, sufren modificaciones atribuibles al efecto de largos periodos 

de almacenamiento en nitrógeno líquido. 

 

La viabilidad y la producción de EROs de los espermatozoides bovinos no muestran una 

asociación significativa con el tiempo de almacenamiento de los espermatozoides en 

condiciones de criopreservación, no obstante, se observa un incremento aparente de las 

EROs del semen almacenado por periodos superiores a 20 años en nitrógeno líquido.  
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Recomendaciones 
 
Se recomienda una evaluación exhaustiva de los diferentes aspectos de la 

crioconservación, como las variables criogénicas tales como la temperatura de 

almacenamiento o uso de los diferentes crioprotectores, los protocolos de congelación, los 

determinantes biológicos como la edad del animal, condición nutricional o el uso de 

diluyentes a base de yema de huevo ya que puede afectar la viabilidad espermática y 

genéticos como la raza junto con la aplicación de una metodología avanzada de pruebas 

para identificar y contrarrestar dicho deterioro. 

 

Realizar más estudios relacionados con el tiempo de almacenamiento a -196 oC sobre el 

metabolismo de los espermatozoides bovinos y como este puede afectar su función. Existe 

una serie de técnicas avanzadas de detección del genoma que podrían aplicarse para 

investigar la influencia de la variación genética en la capacidad de congelación del semen, 

como un locus de rasgo cualitativo (QTL) para identificar genes que podrían desempeñar 

un papel en la capacidad de los espermatozoides para sobrevivir a la criopreservación. O 

bien la identificación de varios marcadores de congelabilidad y proteínas específicas que 

podrían agregarse a los diluyentes de semen antes de la crioconservación para mejorar la 

criosupervivencia de los espermatozoides.  
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