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RESUMEN

Esta investigacion compard dos protocolos de congelamiento de semen bovino
(Isopor vs IceCube) con el objetivo de evaluar su impacto en la integridad de la
membrana espermatica en toros Brahman. Durante seis meses se realizaron colectas,
examenes andrologicos y andlisis seminal inicial, seguido de la preparacion de

laminas y la aplicacion de las pruebas eosina-nigrosina y test hiposmotico.

Los resultados evidenciaron que ambos protocolos de congelamiento generaron un
impacto claro sobre la integridad de la membrana espermatica, reflejado en un
aumento de células tefiidas y alteraciones osmoticas. El método Isopor provoco el
deterioro mas evidente, mientras que IceCube mostrd efectos menos severos y una
mayor estabilidad en términos generales. Ademas, las comparaciones entre la muestra
nativa y los dos métodos de congelamiento arrojaron diferencias significativas (p <
0.0001), lo que confirma el efecto marcado del proceso de criopreservacion sobre la

membrana espermatica.

En conjunto, el estudio confirma que el proceso de congelamiento afecta la calidad
de la membrana espermatica y que los sistemas con curvas térmicas controladas,

como IceCube, ofrecen una mejor proteccion durante la criopreservacion.

Palabras clave: criopreservacion, semen bovino, integridad de membrana, eosina—

nigrosina, test hiposmotico, Brahman, IceCube
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I. INTRODUCCION

La criopreservacion de semen es fundamental en ganaderia para conservar genética e
impulsar. Su éxito depende de mantener la integridad de la membrana espermatica,
esencial para la fertilidad. No obstante, el proceso de congelamiento y
descongelamiento puede danarla. Esto compromete la viabilidad y funcionalidad del
esperma. (Khalil et al., 2018). Esta es una técnica reproductiva clave en la ganaderia
moderna, pese a los avances recientes en criobiologia espermatica, aun existe
aplicacion limitada y su eficacia para proteger la viabilidad y funcionalidad

espermatica sigue siendo moderada (Grotter et al., 2019).

Diversos métodos de congelamiento se han evaluado con el objetivo de reducir este
dafio (Algieri et al., 2023). Un estudio compar6 la influencia de la temperatura de
descongelamiento sobre la motilidad y la integridad de las membranas espermaticas
en semen bovino congelado, concluyendo que el manejo térmico adecuado es

determinante para preservar estas estructuras (Ugur et al., 2019).

Por lo cual este siguiente trabajo tuvo como objetivo la comparacion de dos
protocolos de congelamiento de semen y su impacto en la integridad de la membrana
espermatica en toros de la raza brahman. La evaluacion se realizé mediante pruebas
colorimétricas (eosina-nigrosina) y osmoticas (HOST), con el fin de identificar la
estrategia que mejor preserve la funcionalidad espermatica para mejorar los

resultados reproductivos en esta importante raza bovina.



II. OBJETIVOS

2.1  Objetivo general

Evaluar dos protocolos de congelamiento de semen y su impacto en la integridad de
la membrana espermatica en toros de la raza Brahman con la utilizacion de pruebas

colorimétricas y osmotica.

2.2 Objetivos especificos

Calificar la integridad de la membrana espermatica utilizando la prueba

colorimétrica eosina-nigrosina.

Determinar la respuesta osmética de los espermatozoides mediante prueba

hiposmotica.



III. REVISION LITERARIA

3.1 Morfologia y estructura del espermatozoide

La morfologia y estructura del espermatozoide bovino estan relacionadas con su
funcién reproductiva. Tiene una forma compuesta por cabeza, pieza intermedia y
cola, cumpliendo un papel importante que es la proteccion del material genético y

asegurar su movilidad.

3.1.1 Cabeza, pieza intermedia y cola

La cabeza del espermatozoide presenta una longitud de aproximadamente 10 micras
y estd recubierta por una doble membrana. Cerca de dos tercios de su superficie estan
ocupados por el acrosoma, la region terminal se conoce como segmento ecuatorial o
cresta apical. El flagelo se origina de una estructura denominada capitulum, donde
inicia el axonema y la pieza intermedia, caracterizada por una hélice doble de

mitocondrias dispuestas alrededor del eje central.

El cuello, que conecta la cabeza con la pieza intermedia, tiene en su porcion anterior
al centriolo proximal. Este presenta una organizacion en forma de rueda dentada
compuesta por nueve estructuras tubulares, cada una formada por tres tubulos
independientes. Se considera que el centriolo actia como un centro regulador de la

motilidad espermatica.



La cola se divide en tres regiones funcionales: la pieza intermedia, la pieza principal
y la pieza terminal. La pieza intermedia esta envuelta por la vaina mitocondrial, que
termina bruscamente en la transicion hacia la pieza principal, donde esta es
reemplazada por una vaina fibrosa delgada que rodea las fibras contractiles internas.
Finalmente, la pieza terminal se distingue por la ausencia de dicha vaina fibrosa, y su
estructura estd compuesta por un conjunto de fibras axiales con una disposicion
clasica: un anillo periférico externo, otro interno con nueve pares de microtubulos, y

un par central (Javier Lopez, n.d.).

3.1.2 Organizacion de la membrana plasmatica.

La membrana plasmatica envuelve completamente al espermatozoide, y desde la
pieza principal de la cola hasta su extremo, se observa una estructura de soporte con
forma de costillas compuesta por un material de naturaleza fibrosa. En la porcion
terminal del espermatozoide, inicamente persisten los filamentos dobles, ya que los

mas gruesos culminan antes de esa region (Javier Lopez, n.d.) .

3.2 Funcion de la membrana espermatica

La membrana espermatica cumple un papel esencial en la funcionalidad del
espermatozoide, y su composicion lipidica y proteica es necesaria para la viabilidad

espermatica y la fertilizacion.

Composicion lipidica, proteica y su funcion en la fertilizacion y proteccion celular

En una investigacion se evidencid que las proteinas del plasma seminal,
particularmente las BSP (Binder of Sperma Proteins), desempefian un papel en la
regulacion de la integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica espermatica.
Estas proteinas interaccionan con moléculas presentes en el tracto reproductor

femenino, como la heparina y las lipoproteinas de alta densidad (HDL), la presencia
4



de estas proteinas es indispensable para que la accion de las BSP se lleve a cabo de

manera efectiva.

A nivel fisiologico, las BSP inducen la salida de colesterol y fosfolipidos de la
membrana espermatica, un momento importante en el proceso de capacitacion. Sin
embargo, este efecto no solo se activa con la presencia de BSP, sino que también
necesita de un entorno adecuado del tracto genital femenino, gracias a la accion de
los glucosaminoglicanos (GAGs) y HDL. Esta regulacion permite que los
espermatozoides permanezcan integros y no capacitados hasta llegar al sitio y

momento adecuado para la fertilizacion (Manjunath & Thérien, 2002).

33 Criobiologia del semen bovino

Durante la criopreservacion, el dafo celular a los espermatozoides al ser sometidos a
un rapido congelamiento ha sido atribuido a la formacion de hielo intracelular. Sin
embargo, no se ha encontrado evidencia concluyente de la existencia de estos cristales
dentro del espermatozoide. Este fendmeno se explica por dos mecanismos
principales. En primer lugar, el alto contenido proteico intracelular y la reduccion
osmotica provocada por la formacion de hielo extracelular favorecen un proceso de

vitrificacion intracelular en lugar de cristalizacion.

En segundo lugar, durante el enfriamiento rapido, la formacion de cristales en el
medio extracelular esta limitada por difusion, lo que provoca una menor cantidad de
hielo de la que se esperaria en condiciones de equilibrio. Como resultado, al
descongelar, los espermatozoides se da un choque osmético a bajas temperaturas, lo
que desencadena alteraciones estructurales especialmente a nivel de la membrana

plasmatica (John Morris et al., 2012).



3.4  Protocolos de congelamiento

Congelar semen es una técnica muy util en la reproduccidon animal, ya que permite
guardarlo por mucho tiempo sin que pierda su capacidad de fecundar. Para lograr
buenos resultados, se siguen ciertos pasos o protocolos que ayudan a proteger a los
espermatozoides durante el proceso. Existen métodos mas sencillos, como el uso de
cajas de isopor, y otros mas modernos y automaticos, como el Ice Cube. Cada uno
tiene sus ventajas, pero todos buscan lo mismo: mantener vivos y sanos a los

espermatozoides para usarlos cuando se necesiten.

3.4.1 Mdétodo tradicional

El método tradicional de congelacion de semen bovino mediante la exposicion
controlada a vapores de nitrogeno liquido ha demostrado ser una técnica eficaz y
ampliamente utilizada en la reproduccion animal. Este sistema permite regular la
velocidad de enfriamiento en funcion de la distancia entre las pajillas y la superficie
del nitrégeno, lo cual es fundamental para preservar la integridad estructural y

funcional de los espermatozoides.

Se ha establecido que suspender las pajillas entre 4 y 6 cm por encima del nitrégeno
liquido genera una curva de enfriamiento parabodlica, considerada ideal para optimizar
la crioproteccion. En particular, esta altura ha resultado ser adecuada para pajillas de
0,5 mL, mientras que una distancia de 4 cm es recomendada para pajillas de 0,25 mL,
durante un periodo de exposicion de entre 12 y 15 minutos. Estas condiciones
permiten una transicion térmica uniforme, reduciendo el riesgo de lesiones osmoticas
0 mecanicas asociadas a cambios térmicos abruptos, favoreciendo asi una mayor tasa
de supervivencia espermatica post-descongelacion (Asociacion Angus Mexicana,

2021).



3.4.2 Meétodo alternativo con Ice cube

En estudios comparativos, este tipo de técnica logré disminuir la formacion de
radicales libres y, en consecuencia, redujo la lipoperoxidacion, lo cual es fundamental
para preservar la estabilidad de los componentes lipidicos de la membrana plasmatica.
Esta proteccion también se reflejo en una menor pérdida de colesterol y una reduccion
en la translocacion de fosfatidilserina, procesos asociados con el inicio de la apoptosis

espermatica.

Ademas, el método automatizado permitié6 mantener una motilidad espermatica mas
prolongada durante la incubacion a 38 °C por 120 minutos. Aunque no se observo
una mejora significativa en la activacion de caspasas o en algunos estados funcionales
de la membrana frente al método convencional, los beneficios relacionados con el
estrés oxidativo y la estabilidad estructural hacen que el uso de sistemas
automatizados como el Ice Cube sea una alternativa prometedora para optimizar la

calidad espermatica post-descongelacion (Pezo et al., 2023).

3.5 Evaluacion de la integridad de la membrana espermatica

La evaluacion de la integridad de la membrana espermatica es fundamental para
determinar la viabilidad funcional del espermatozoide y su capacidad fecundante.
Por ello se han desarrollado diversas técnicas para diagnosticar su estado,

especialmente tras procesos como la criopreservacion.



3.6  Pruebas diagnoésticas aplicadas

3.6.1  Tincidn eosina-nigrosina

De acuerdo con una investigacion la tincidn eosina-nigrosina permite identificar con
eficacia aquellos espermatozoides que conservan la integridad de su membrana
plasmatica, lo cual es esencial para evaluar su viabilidad. Aunque puede haber
variaciones en el numero de células clasificadas como viables segun el momento del
analisis tras la recoleccion del eyaculado, esta técnica demuestra una mayor
capacidad para detectar dafios en la membrana a medida que transcurre el tiempo de

almacenamiento in vitro (Wysokinska & Kondracki, 2014).

3.6.2  Tincidn Rosa de bengala

Diversos protocolos han sido propuestos para optimizar la evaluacion morfoldgica
espermadtica, y actualmente se comparan diferentes técnicas de tincidon en varias
especies. En estudios realizados con pecaries de collar, la rosa de bengala demostrd
ser significativamente mas eficiente que otras coloraciones comunes como el azul de
bromofenol o la eosina-nigrosina. Esta eficacia se traduce en una mayor claridad para
identificar estructuras celulares, lo que resulta especialmente util para evaluar la

integridad de la membrana plasmatica en espermatozoides frescos (Lima et al., 2013).

Gracias a su alta afinidad por zonas dafiadas, esta tincion permite una distincién mas
precisa entre células con membranas integras y aquellas comprometidas,

consolidandose como una herramienta valiosa en estudios de calidad espermatica.



3.6.3  Prueba hiposmotica (HOST)

La prueba hiposmética (HOST) se ha consolidado como una herramienta
fundamental para evaluar la integridad funcional de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, especialmente tras procesos de congelacion y descongelacion. Esta
técnica se basa en la capacidad de los espermatozoides viables de responder a un
medio con baja osmolalidad, generando una curvatura o hinchamiento caracteristico

en su cola, lo que indica una membrana funcionalmente activa y semipermeable.

Su aplicacion resulta especialmente valiosa en semen bovino criopreservado, ya que
permite identificar aquellos espermatozoides que han conservado su funcionalidad
estructural, condicion indispensable para que puedan participar con éxito en la
fecundacion. Ademas, al no requerir equipamiento complejo, el HOST representa una
herramienta accesible, eficaz y complementaria a otras pruebas de vitalidad, util tanto
en programas de reproduccion asistida como en estudios de criobiologia espermatica

(Yeoh et al., 2023).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de realizacion

4.1.1 Ubicacion geografica

El presente estudio se llevd a cabo en el Centro de Reproduccion Pecuaria de la
Secretaria de Agricultura y Ganaderia (SAG), en convenio con la Universidad
Nacional de Agricultura (UNAG). Ubicado en la ciudad de Catacamas, en el
departamento de Olancho (14°49'31"N 85°50'31"W).

S

=
= Centro de
produccion Acuicol
Centro de reproduccion pecuané

i
Plantacion de cacao @
|

Fuente: Google Earth

4.2  Duracion de la Investigacion

La investigacion se desarroll6 en un plazo de 6 meses, a partir del mes de mayo hasta

noviembre del afno 2025.
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4.3 Tipo de investigacion

La presente investigacion se basé en un enfoque cuantitativo transversal, con un
disefio experimental del tipo comparativo, el cual se orienta en la evaluacion del
efecto del proceso de congelamiento sobre la integridad de la membrana espermatica

en toros de la raza Brahman.

4.4 Poblacion de estudio

Para el estudio se seleccionaron 5 toros Brahman, con edades comprendidas entre 2
y 8 afios, clinicamente sanos y con historial reproductivo favorable. La eleccion de la
raza Brahman se fundament6 en su alta demanda en los sistemas de produccion

bovina en paises tropicales, como es el caso de Honduras.

4.4.1 Factores de inclusion

Se incluyeron en el estudio toros de la raza Brahman considerados clinicamente
sanos, con una edad reproductiva activa entre los 2 y 8 afios y una produccion seminal
considerada normal en cuanto a volumen, concentracion, motilidad y morfologia. Los
eyaculados fueron obtenidos mediante electroeyaculado. El semen no fue

previamente congelado, ni manipulado mediante procesos de criopreservacion.

4472 Factores de exclusion

Se excluyeron del estudio aquellos toros que pertenecen a razas distintas a Brahman
o cruces entre razas. También se excluyeron aquellos animales con un historial de

enfermedades reproductivas, lesiones testiculares o cualquier alteracion identificada
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durante el examen androldgico basico. No se consideraran las muestras seminales que
presenten signos de contaminacion, como la presencia de pus, sangre u orina. Se
eliminaran del analisis de muestras recolectadas en condiciones que presenten errores
técnicos durante su manipulacion, procesamiento o evaluacion. No seran validas
aquellas muestras que hayan sido expuestas a temperaturas no controladas o que

hayan sido congeladas sin respetar el protocolo establecido.

4.5 Materiales y equipo

Para la realizacion del estudio se utilizaron los siguientes materiales y equipos:
electroeyaculador, guantes desechables estériles y de palpacidon, termoémetro
veterinario, estetoscopio, manga de contencion, cinta métrica, ecografo portatil con
transductor lineal, desinfectantes como clorhexidina y cuaderno o planilla para
registro clinico. En el laboratorio se emplearon tubos colectores de semen estériles,
gradilla para tubos, termdémetro de laboratorio, papel indicador de pH, microscopio

optico con aumentos de 40X, 100X y 1000X.

También se necesitd de microscopio estereoscopico o lupa binocular, portaobjetos,
cubreobjetos, camara de Neubauer o fotdmetro espermatico, placa calentadora a
37°C, suero fisiologico estéril, pipetas automaticas ajustables, puntas estériles,
tincidn eosina-nigrosina, rosa de bengala, solucion hiposmética (agua destilada),
bafio maria a 37 °C, toallas de papel, marcadores indelebles y alcohol al 70 %. Para
el proceso de congelamiento se utilizdé pajuelas de 0.25mL o 0.5mL, sellador
térmico, gradilla para pajuelas, caja de espuma para congelamiento manual, base de

soporte para paletas, nitrogeno liquido, termo contenedor y maquina Ice Cube.
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4.6 Metodologia

4.6.1 Obtencion de muestra de semen

La muestra se obtuvo de toros raza Brahman, mediante el proceso de coleccion con
electroeyaculador, este consiste en hacer limpieza del area del prepucio y lavado del
pene con ayuda de solucion salina temperada a 37 °C. Antes de introduccion la sonda
del electroeyaculador se debe hacer retirado de heces, para proseguir a hacer estimulo
mediante el palpado rectal de las glandulas accesorias del aparato reproductor. Una
vez hecho esto se procede a hacer estimulos con el electroeyaculador, para esto, para

cada toro se usa una onda, la cual depende de la sensibilidad del toro.

Cuando se obtiene la muestra se procura proteger de la luz y evitar cambios de

temperatura, por lo que se procura llevar en el menor tiempo posible al laboratorio.

4.6.2 Examen andrologico basico

El examen androldgico es una herramienta necesaria para evaluar la capacidad
reproductiva de los toros. La aplicacion de esto permite garantizar una seleccion mas
exacta de reproductores fértiles. A continuacidon, se presentara un protocolo

recomendado por el PhD Neimar Corréa Severo.

4.6.3 Examen clinico general

La revision incluyo la revision de los ojos y la vision, la boca, los dientes y el hocico.
También se examind la cabeza, el térax y el pecho, asi como el abdomen, el lomo y
los ganglios linfaticos. Se tomo6 en cuenta también la evaluacion del sistema

locomotor, evaluando también piernas y cascos.
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4.6.4 Examen clinico de los organos reproductivos

Para esta etapa, primero, se realizd una inspeccion visual, que se basas en observar
externamente los genitales, para detectar si existen alteraciones como asimetria
inflamaciones, lesiones, entre otras. Luego se procedié a hacer una palpacion de
estructuras como testiculos, epididimos y cordones espermaticos. Posteriormente con
ayuda de un ecdgrafo se procedié a observar las estructuras antes mencionadas en
busca de alteraciones como procesos inflamatorios, acumulacion de liquido y otros

hallazgos.

Durante este examen se tomo ciertos aspectos, comenzando por el desarrollo de los
organos en relacion con su edad y el tamafio corporal del animal, presencia de las

estructuras, dimensiones, consistencia, simetria y movilidad.

4.6.5 Analisis de una muestra de semen

Durante la evaluacion androlédgica se registraron el volumen del eyaculado en
mililitros (mL), observandose directamente desde el tubo de colecta. Se tomd en
cuenta valores normales entre 2 y 6 mL en toros jovenes y hasta 25 mL en adultos. El
color del eyaculado también se evaluo, considerado normal el tono blanquecino o
nacarado, mientras que tonalidades como amarilla, rojiza, marron, gris o verdosa
indicaron posibles presencias de riboflavinas, sangre, contaminacion o pus. Ademas,
se analiz6 el aspecto visual: cremoso, lechoso, opalescente o acuoso, lo cual sugirid

distintos rangos de concentracioén espermatica.

El pH se midi6 con papel indicador, esperandose valores entre 6.4 y 7.8. También se
evalud6 la motilidad en masa (turbinamiento), observando ondas en forma de “Q” bajo

microscopio con aumento de 10X. Para la motilidad espermatica, se usé una muestra
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diluida en 1:29 con suero fisiologico a 37 °C, observandose bajo aumento de 10X, en
el programa AndroVision, identificando motilidad, motilidad progresivo y
concentracion. El dato de concentracion fue rectificado en fotometro y camara de

neubauer.

4.6.6 Preparacion de laminas

Para el andlisis de integridad de la membrana espermatica se desarrollaron ciertas
pruebas; por un lado, una prueba colorimétrica y por el otro una prueba funcional.

Todas las preparaciones fueron hechas por cada colecta.

4.6.7 Prueba colorimétrica

Eosina-nigrosina

Para el procedimiento de tincidon con eosina-nigrosina, se partid por calentar los
portaobjetos a una temperatura de 37°C utilizando una placa calentadora.
Posteriormente se hizo una dilucion 4:1 de la tincién Eosina-Nigrosina con solucion
salina en un vial. En un vial aparte se agregaron 50 pL. de semen diluido 1:2, y a esta
mezcla se le agregaron otros 50 pL de solucidn salina. Una vez homogenizados se

incorporaron 50 puL de la dilucion antes hecha de Eosina-Nigrosina.

Una vez hecho el anterior proceso, se procedio a hacer el extendido, este se baso en
usar el borde de otro portaobjeto sostenido en un angulo de 30° a 40° tomando en
cuenta 200 espermatozoides, formando lo que es conocido como frotis. Luego se
volvio a colocar el portaobjeto en la placa calentadora durante algunos minutos, hasta

que seco el frotis.
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Con la lamina lista, se procedi6 a observar con Lupa con un lente de 40X. La
interpretacion de esta evaluacion se basd en observar espermatozoides de color
blanco, ya que los espermatozoides no se tifieron, lo que significa que la membrana
plasmatica se encontraba integra. Sin embargo, aquellos con membrana dafiada se
observaron con una tonalidad rosada/morada, por presencia de eosina en el interior

(Foster et al., 2011).

4.6.8 Prueba de osmolaridad

Test hiposmotico

La prueba se llevo a cabo con la exposicion de una mezcla de 75 pulL de semen y 475
pL de solucidon hiposmotica (agua bidestilada) en un bafio Maria a 37° C durante 30

minutos.

Para la interpretacion se hizo un frotis y se identificaron 200 espermatozoides que
presentaban cola rizada, lo cual indicé que poseen membrana plasmadtica funcional,
mientras que aquellos que mantenian su cola recta eran tomados en cuenta como

espermatozoides con membrana dafiada (Blandon et al., 2024).

4.6.9 Proceso de congelamiento

Para el proceso de congelamiento se dividio la colecta en dos, una parte en proceso
tradicional y otra en automatizada. De igual forma antes de cada uno de los métodos

se debe dejar reposar en la refrigeradora a 5°C por 4 horas.
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Congelamiento de semen tradicional

Para el proceso de congelamiento tradicional se rellend la caja de espuma con
nitrégeno liquido hasta alcanzara el nivel de los soportes (4 cm). Las pajillas se
colocaron horizontalmente sobre la gradilla a 3 cm por encima del nivel del nitrégeno
liquido. Luego se cerrd la caja y se dejaran asi durante 45 minutos. Al pasar este
lapso, se sumergieron completamente en nitrégeno liquido y de forma inmediata se

transfirieron al termo para almacenamiento.

Congelamiento de semen mediante Ice Cube

En el caso del uso de Ice Cube como método de congelamiento alternativo, se

realizaron mediante un proceso automatizado propio de la maquina.

4.6.10 Interpretacion de resultados

Se utiliz6 el software GrandRad prism 8.01, se procedi6 a realizar la prueba post hoc
de comparaciones multiples de Tukey para verificar la distribucion de los datos con
P <0.05 en el caso de que la distribucién sea normal las posibles diferencias entre las
condiciones fueron verificadas utilizando la prueba Tstudent considerando como

nivel de significancia P<0.05.
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V. RESULTADOS

5.1 Eosina- nigrosina

Evaluacion de membranas espermaticas con
el método Eosina nigrosina
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Grafico 1: Evaluacion de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Eosina-Nigrosina en toro 1 (Capitan).

No se observaron diferencias significativas entre muestra nativa e IceCube; sin
embargo, Isopor mostro un aumento significativo en el numero de espermatozoides
teniidos.

Los espermatozoides del toro 1 fueron evaluados mediante la tincion de eosina-
nigrosina para comparar la integridad estructural de la membrana entre la muestra
nativa y los dos métodos de congelamiento. Los resultados mostraron que no existe
diferencia significativa entre los espermatozoides evaluados de la muestra nativa vs
IceCube, sin embargo, si existe unas diferencias significativas entre la muestra nativa

vs isopor, demostrando estos resultados que el mayor nimero de membranas dafiadas
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se mostro en el método de Isopor. Las diferencias significativas se detectaron
mediante ANOVA de una via con la prueba post hoc de comparaciones multiples de

Tukey, cuando fue pertinente **P< 0.01
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Grdfico 2: Evaluacion de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Eosina-Nigrosina en toro 2 (Peanut).

La muestra nativa y IceCube no presentaron diferencias significativas, mientras que
Isopor mostro un incremento marcado de células teriidas.

En los espermatozoides del toro 2, la tincion de EN evidencio un aumento progresivo
en los resultados, donde no se observaron diferencias significativas de muestra nativa
vs IceCube, sin embargo, si se encontrd diferencias significativas entre nativa vs
isopor, este patron indica que ambos protocolos de criopreservacion incrementaron
el namero de células tenidas, siendo Isopor el que gener6 un efecto mas marcado en
la integridad estructural. Las diferencias significativas se detectaron mediante
ANOVA de una via con la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey,

cuando fue pertinente *** p <0.001
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Grafico 3: Evaluacién de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Eosina-Nigrosina en toro 3 (Pablo).

Tanto IceCube como Isopor generaron aumentos en células teniidas respecto a la
muestra nativa.

Para el toro 3, los resultados de los espermatozoides presentaron un patron mas
contrastante con EN, ya que todas las comparaciones fueron significativas, detectadas
mediante ANOVA de una via con la prueba post hoc de comparaciones multiples de
Tukey, identificdndose significancia entre la muestra nativa vs IceCube y nativa vs

Isopor (**** p <0.0001).
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Evaluaciéon de membranas espermaticas con
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Grafico 4: Evaluacion de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Eosina-Nigrosina en toro 4 (Pompeye).

No hubo diferencias entre la muestra nativa e IceCube, pero si entre nativa e Isopor.

Para los espermatozoides del toro 4, los resultados no reflejan diferencias
significativas entre nativa e IceCube; sin embargo, si se detectaron diferencias
significativas para nativa vs Isopor. Este comportamiento revela que la
criopreservacion afecto la integridad de la membrana de manera mas evidente bajo el
protocolo Isopor. Las diferencias significativas se detectaron mediante ANOVA de
una via con la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey, cuando fue

pertinente ** p < 0.0074.
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Evaluaciéon de membranas espermaticas con
el método Eosina nigrosina

ns
100 | wex ﬁ
@ Bl Muestra Nativa
E 80— Dafio en IceCube
g - Dafio en Isopor
(2]
©
c
S 40-
Q
£
£ 20-
P4
0_
N RS S
V\Q’\\ o %OQ
& o7

Grafico 5: Evaluacion de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Eosina-Nigrosina en toro 5 (Duque).

Ambos protocolos de congelamiento mostraron diferencias significativas respecto a
la muestra nativa. IceCube e Isopor incrementaron el numero de células teriidas.

En los espermatozoides del toro 5, los resultados registraron diferencias significativas
entre ambos métodos: nativa vs IceCube y nativa vs Isopor. En este caso, ambos
protocolos mostraron efectos similares, incrementando el nimero de células tefidas
con respecto a la muestra nativa. Las diferencias significativas se detectaron mediante
ANOVA de una via con la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey,

cuando fue pertinente *** p < (0.0006 para IceCube y *** p < 0.0003.
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5.2  Test Hiposmotico

Evaluacion de membranas espermaticas con
el método Test Hiposmotico
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Gréfico 6: Evaluacion de membranas espermadticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Test Hiposmotico en toro 1 (Capitan).

Tanto IceCube como Isopor mostraron incrementos significativos en la reactividad
hiposmotica frente a la muestra nativa.

La evaluacion hiposmotica para los espermatozoides del toro 1 mostraron un
incremento claro en los resultados, reflejando diferencias significativas entre la
muestra nativa y ambos protocolos de congelamiento, marcando como ambos
métodos incrementaron la respuesta osmotica. Las diferencias significativas se
detectaron mediante ANOVA de una via con la prueba post hoc de comparaciones
multiples de Tukey, cuando fue pertinente ** p <0.0001 para ambos métodos de

congelamiento
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Evaluacion de membranas espermaticas con
el método Test Hiposmotico
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Grafico 7: Evaluacién de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Test hiposmotico en toro 2 (Peanut).

Todas las comparaciones fueron significativas. IceCube e Isopor mostraron mayor
reactividad que la muestra nativa

En los espermatozoides del toro 2, con el método de HOST, los resultados reflejan
que todas las comparaciones resultaron significativas: nativa vs IceCube, nativa vs
Isopor e IceCube vs Isopor, reflejandose que el protocolo Isopor cuenta con el mayor
nimero de espermatozoide con cambio en la reactividad hiposmética, seguido por
IceCube. Las diferencias significativas se detectaron mediante ANOVA de una via
con la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey, cuando fue pertinente

** p=0.0047 para IceCube y ****p<0.0001 para Isopor.
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Evaluacion de membranas espermaticas con
el método Test Hiposmotico
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Grafico 8: Evaluacion de membranas espermadticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Test Hiposmotico en toro 3 (Pablo).

Tanto el método IceCube como Isopor mostraron aumentos significativos respecto
a la muestra nativa.

En los espermatozoides del toro 3, el test hiposmotico mostré un comportamiento
muy diferenciado entre protocolos. Los resultados muestran como las comparaciones
fueron significativas: nativa vs IceCube, nativa vs Isopor. Este toro presentd el
contraste mas marcado de todo el grupo, evidenciando un fuerte impacto del proceso
de criopreservacion. Los datos obtenidos mediante ANOVA de una via con la prueba
post hoc de comparaciones multiples de Tukey arrojaron ****p<0.0001 para ambos

métodos.
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Evaluacion de membranas espermaticas con
el método Test Hiposmotico

150 ,—ﬂﬁ—l
i % Hl Muestra Nativa
©
§ Dafio en IceCube
:;: 100- Dafio en Isopor
7]
©
S
S
= -
£ 50
[}]
£
z
0_
RN
& oeo) \9°Q
< Q'\ Q

Grafico 9: Evaluacién de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Test hiposmotico en toro 4 (Pompeye).

Se observaron diferencias significativas entre la muestra nativa e IceCube y entre
nativa e Isopor. Ambos protocolos incrementaron la reactividad osmotica

Para el toro 4, los espermatozoides arrojaron resultados donde se identificaron
diferencias significativas entre nativa e IceCube y entre nativa e I[sopor, mientras que
IceCube e Isopor no mostraron diferencias estadisticas. En este animal, ambos
protocolos mejoraron la reactividad osmotica, con un efecto mas marcado bajo
Isopor. Las diferencias significativas se detectaron mediante ANOVA de una via con
la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey, reflejando significancia de

*#%p=0.0109 para IceCube y *p=0.0003 para isopor.
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Evaluacion de membranas espermaticas con
el método Test Hiposmotico
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Grafico 10: Evaluacion de membranas espermaticas en proceso de congelamiento con
protocolo de IceCube e Isopor con el método Test hiposmotico en toro 5 (Duque).

No se detectaron diferencias entre nativa e IceCube, pero si entre nativa e Isopor.

En resultados de los espermatozoides del toro 5, no se observaron diferencias
significativas entre nativa e IceCube; sin embargo, si se identificaron diferencias
marcadas entre nativa e Isopor. Este patron indica que solo Isopor generé un aumento
significativo en la respuesta hiposmotica. Las diferencias significativas se detectaron
mediante ANOVA de una via con la prueba post hoc de comparaciones multiples de

Tukey, cuando fue pertinente **** p <0.0001.
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VI. DISCUSION

La evaluacion de la integridad de la membrana espermatica mediante la
implementacion de los métodos eosina-nigrosina y el test hiposmoético permitio
identificar patrones consistentes de dafio asociados al proceso de criopreservacion,
asi como diferencias atribuibles tanto al protocolo de congelamiento como a la

variabilidad individual entre los toros evaluados.

En todos los animales, las muestras nativas mostraron buenos resultados en cuanto a
la integridad de la membrana espermatica, mientras que las muestras congeladas
incrementaron el nimero de células tefiidas o con respuesta osmotica alterada. Este
comportamiento confirma que el proceso de criopreservacion-descongelamiento
afecta de manera directa la estabilidad estructural y funcional de la membrana
plasmatica, concordando con lo descrito por Rubio-Guillén et al. (2009), quienes
sefialan que la criopreservacion genera desorganizacion lipidica y pérdida de

continuidad en la membrana.

En la utilizaciéon de la técnica de tincidon eosina-nigrosina, las medias aumentaron
consistentemente en los cinco toros tras el congelamiento, con valores mas altos, bajo
el protocolo de congelamiento Isopor. Este patron fue particularmente evidente en los
toros 2 y 3, donde la diferencia entre las muestras nativas y los tratamientos
congelados fue marcada. Estudios previos han sefialado que la membrana espermatica
funciona como el principal sitio de dafo inducido por el descenso térmico, siendo
susceptible al choque térmico y a la formacidn de cristales de hielo (Quintero-Moreno

etal., 2011).
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La magnitud del daio observado en Isopor concuerda con el hecho de que las curvas
térmicas no controladas favorecen la transicion abrupta de fases lipidicas y aumentan
la probabilidad de ruptura de la bicapa (Dias et al., 2018). Los resultados del test
hiposmotico confirmaron la tendencia encontrada en el método EN, mostrando
aumentos claros en la reactividad osmética en los toros 1, 2, 3 y 5, con diferencias
significativas respecto a las muestras nativas. Este incremento esta asociado a una
pérdida de la capacidad de la membrana para regular el flujo hidrico, reflejo de un

deterioro funcional que acompana al dafio estructural.

Segun Nava-Trujillo et al. (2011), la respuesta al HOST depende de la integridad de
la membrana y su capacidad de funcionar como osmdémetro; por tanto, un aumento
en la reactividad no necesariamente implica funcionalidad, sino que puede indicar

fragilidad o pérdida de elasticidad.

El patrén comparativo entre los dos protocolos de congelacion reveld que IceCube
produjo efectos menos marcados significativamente que Isopor en la mayoria de los
espermatozoides, fendmeno coherente con lo reportado en estudios sobre cinéticas
térmicas controladas, donde se describe que sistemas programados permiten una
transiciéon mas estable y reducen el impacto del enfriamiento sobre la membrana de
esta célula (Forero-Gonzéalez et al., 2012). Esto se reflejo especialmente en los
espermatozoides del toro 1, 2 y 4 en el método EN y del toro 5 con HOST, donde
IceCube no mostro diferencia significativa, mientras que el método de Isopor mostro

diferencia significativa para cada colecta.

La respuesta en IceCube sugiere que las curvas programadas limitaron la
deshidratacion excesiva y las variaciones abruptas de temperatura, aspectos clave
para minimizar la lipoperoxidacion y la pérdida de fluidez de la membrana (Witri et
al., 2025). La variabilidad individual observada entre los toros también coincide con
lo descrito en la literatura, donde se reconoce que la criotolerancia depende de

factores intrinsecos, incluyendo la composicion lipidica, la capacidad antioxidante y
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las caracteristicas fisiologicas de cada eyaculado (Rubio-Guillén et al., 2009; Witri et

al., 2025).

En este estudio, los espermatozoides del toro numero 3 mostraron una diferencia
particularmente amplia entre nativa y los protocolos congelados en ambas pruebas,
mientras que los espermatozoides del toro 5 presentaron transiciones mas graduales
en IceCube. Estas diferencias individuales soportan la idea de que cada toro posee un
perfil propio de respuesta al proceso de congelamiento-descongelamiento,
concordando con estudios que reportan variabilidad interindividual significativa en

bovinos (Forero-Gonzalez et al., 2012).

Considerando ambos métodos diagnosticos los resultados muestran una coherencia
clara, las alteraciones estructurales identificadas con eosina-nigrosina se
acompafaron de pérdidas en la funcionalidad osmdtica, reflejadas en el HOST. Este
paralelismo confirma que la estabilidad de la membrana plasmadtica, esencial para la
homeostasis celular y los procesos posteriores de capacitacion y reaccidon acrosomal,
se ve comprometida por el proceso de criopreservacion, afectando potencialmente la
capacidad fecundante del semen descongelado, como sefialan estudios anteriores

(Quintero-Moreno et al., 2011; Rubio-Guillén et al., 2009).

De forma global, el analisis conjunto de los espermatozoides de los 5 toros permite
concluir que el proceso de congelamiento afecta la estructura y funcion de la
membrana, con variaciones atribuidas tanto al protocolo como al individuo. Isopor
mostrd un efecto mas marcado en ambos métodos diagndsticos, mientras que IceCube
conservdo una mayor estabilidad relativa. Estos resultados sugieren que las
condiciones de enfriamiento controlado ofrecen ventajas importantes en la reduccion
del dafio espermatico, reforzando la necesidad de considerar la cinética térmica como

un factor determinante en la eficiencia de la criopreservacion.
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VII. CONCLUSIONES

En sintesis, la comparacion de los protocolos de congelamiento IceCube e Isopor
permitié evidenciar que el proceso de criopreservacion afecta la integridad de la
membrana espermatica en los toros Brahman evaluados. En ambos métodos
diagnosticos (eosina-nigrosina y test hiposmotico) las muestras nativas mantuvieron
mejores condiciones estructurales y funcionales, confirmando que el congelamiento
y descongelamiento constituye un punto critico para la estabilidad de la membrana

plasmatica.

La evaluacion mediante eosina-nigrosina mostrd que todos los toros presentaron un
aumento en el nimero de células tefiidas tras el congelamiento, con un impacto
marcado bajo el protocolo Isopor. De igual forma, la determinaciéon de la respuesta
osmotica mediante HOST reveld diferencia significativos en la reactividad en la

mayoria de los animales, indicando pérdida de funcionalidad de la membrana

Para finalizar, IceCube conservd una mayor estabilidad relativa frente a Isopor, lo
que sugiere que las curvas térmicas controladas favorecen la preservacion de la
membrana espermatica. En conjunto, estos resultados permiten concluir que el
protocolo de congelamiento influye directamente en la calidad estructural y osmotica
de los espermatozoides, aportando evidencia util para optimizar los procedimientos

de criopreservacion en programas de reproduccion bovina.
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VIII. RECOMENDACIONES

Se recomienda aumentar el numero de toros en futuros estudios, ya que una
muestra mas amplia aporta resultados mas representativos y mejora la
capacidad de comparar los efectos de los diferentes métodos de
congelamiento.

También se sugiere incluir animales de distintas razas para determinar si cada
una responde de manera diferente al proceso de congelamiento, especialmente
en lo relacionado con la integridad de la membrana espermatica.

Ademas, se aconseja incorporar técnicas diagnosticas adicionales (como otras
tinciones o pruebas complementarias) que permitan detectar un rango mas
amplio de alteraciones y evaluar de forma mas completa los dafios

espermaticos asociados a la criopreservacion.
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X. ANEXOS

Anexo 1: Evaluacién complementaria de integridad de membrana.

En la imagen A se observan espermatozoides con membrana integra, mientras que
en la imagen B se muestran células con membrana dariada, evidenciando la
diferencia morfologica utilizada para su clasificacion.

Anexo 2: Espermatozoides evaluados mediante la tincion eosina—nigrosina.
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Las flechas blancas serialan células con membrana intacta (no absorben eosina),
mientras que las flechas negras identifican espermatozoides con membrana danada.

Anexo 3: Identificacion de integridad de membrana mediante prueba hiposmotica
(HOST).

Las flechas verdes indican células con respuesta osmotica positiva (cola curvada,
membrana funcional), mientras que las flechas rojas sefialan espermatozoides sin

respuesta osmotica (membrana comprometida).

e
1y

Anexo 4: Preparacion de muestras y laminas para evaluacion de integridad
espermatica.

Preparacion inicial de las muestras correspondientes al toro Pablo.
La imagen A) muestra viales rotulados utilizados para preparacion de muestras, y
B) y C) son los portaobjetos preparados con eosina—nigrosina y test hiposmotico.
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Anexo 5: Registro fotografico de los toros utilizados en el estudio durante el proceso
de colecta.

En la imagen A) se observa al toro Capitan, en la imagen B) al toro Peanut, y en la

imagen C) al toro Pablo, cada uno en su respectiva estacion de manejo.

ot N

Anexo 6: Registro fotografico de |
proceso de colecta.

) X

os toros utilizados en el estudio durante el

En la imagen A) se observa al toro Pompeye, mientras que en la imagen B) se
muestra al toro Duque durante su sujecion y manipulacion en la manga de manejo.
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En la imagen A) se observa la preparacion inicial de insumos y recoleccion de
materiales necesarios para el procesamiento de la muestra en campo.
En la imagen B) se muestra el andlisis computarizado de motilidad y concentracion
espermdtica. Finalmente, en la imagen C) se aprecia el proceso de empajillado de
semen en el laboratorio, siguiendo los protocolos técnicos establecidos para la
criopreservacion.

Anexo 8: Equipos empleados para la implementacion de los dos protocolos de
congelamiento.

En la imagen A se muestra la estructura metdlica utilizada para el proceso de
congelamiento en la caja de isopor, disefiada para mantener las pajillas en
suspension a una altura fija sobre el nitrogeno liquido. En la imagen B se observa el
equipo IceCube acompariado de los termos de nitrogeno liquido.
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Anexo 9: proceso de congelamiento controlado de pajillas seminales utilizando el
método de IceCube.

En la imagen A) se observa la camara interna del equipo IceCube durante el
proceso de descenso. En la imagen B) se muestra la unidad IceCube conectada al
termo de nitrogeno liquido, donde se regula la temperatura y el flujo de vapor.

Finalmente, en la imagen C) se aprecia la manipulacion de las pajillas recién
congeladas.
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