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Resumen 

El espermatozoide de cobayo se caracteriza por tener grandes dimensiones de la cabeza que 

puede influir en la criosupervivencia según el método de congelación utilizado. Esta investigación 

evaluó la respuesta criogénica de los espermatozoides epididimarios de cobayo criopreservados 

mediante congelación convencional (CC) y ultrarrápida (CU). Mediante orquiectomía, se 

recuperaron 40 testículos (izquierdos y derechos) provenientes de 20 cobayos adultos 

clínicamente sanos. Las muestras espermáticas de los testículos derechos fueron congeladas 

convencionalmente usando glicerol (3%), dimetilformamida (3%), albumina sérica bovina (1%) y 

exponiendo las muestras en pajuelas de 0,25 ml a vapores de nitrógeno líquido (LN2) estático. 

Mientras que, las muestras de los testículos izquierdos fueron congeladas ultrarrápidamente 

usando sacarosa (100 mM), albumina sérica bovina (1%) y sumergiendo gotas de 20 µl 

directamente en LN2. Los resultados demostraron una baja respuesta criogénica dado que todos 

los parámetros cinemáticos como las motilidades, velocidades y parámetros de relación de 

progresión, disminuyeron drásticamente luego de ambos métodos de criopreservación en 

comparación con sus valores pre-congelación (P < 0,05). Antes y después de la criopreservación, 

las muestras sometidas a congelación CU produjo una mayor motilidad total (MT) a comparación 

de aquellas muestras sometidas a congelación CC (P < 0,05). Los parámetros de motilidad 

progresiva, velocidades curvilínea y rectilínea con trayectoria rápida-progresiva, la amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), la integridad de las membranas plasmática y 

acrosomal (IPIA), y la integridad de ADN fueron mayores (P < 0,05) en las muestras congeladas 

ultrarrápidamente que en las muestras congeladas convencionalmente. No obstante, no se 

evidenció diferencias significativas (P > 0,05) en las dimensiones morfométricas de la cabeza, ni 

antes, ni después de la congelación CC y CU. En conclusión, la congelación ultrarrápida dio lugar 

a una mayor criosupervivencia espermática basada en mejores motilidades, velocidades, 

integridad de membrana e integridad de ADN en comparación con la congelación convencional. 

Palabras clave del autor: espermatozoide, cobayo, congelación convencional, 

congelación ultrarrápida 
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Abstract 

The guinea pig spermatozoa are characterized by high head dimensions that can influence 

cryosurvival depending on the freezing method used. This research evaluated the cryogenic 

response of epididymal guinea pig spermatozoa cryopreserved by conventional freezing (CF) and 

ultra-rapid freezing (URF). Forty testicles (left and right) were recovered from twenty healthy, adult 

and fertile guinea pigs through orchiectomy. The sperm samples from the right testicles were 

conventionally frozen using glycerol (3%), dimethylformamide (3%), bovine serum albumin (1%) 

and exposed in 0.25 ml straws to static liquid nitrogen (LN2) vapors. In contrast, the samples from 

the left testicles were ultra-rapidly frozen using sucrose (100 mM), bovine serum albumin (1%) 

and by directly plunging 20 µl droplets into LN2. The results demonstrated that all kinematic 

parameters, such as motilities, velocities, and progression ratio parameters, drastically decreased 

after both cryopreservation methods compared to their pre-freezing values (P < 0.05). Before and 

after cryopreservation, the URF samples exhibited higher total motility (TM) than the CF samples 

(P < 0.05). The parameters of the progressive motility, curvilinear and straight-line velocities with 

rapid-progressive trajectory, amplitude of lateral head displacement (ALH), plasma membrane 

and acrosome integrity (IPIA), and DNA integrity were higher (P < 0.05) in the ultra-rapidly frozen 

samples than in the conventionally frozen samples. However, no significant differences (P > 0.05) 

were observed in the morphometric dimensions of the head, neither before nor after CF and URF. 

In conclusion, ultrafast freezing resulted in higher sperm cryosurvival based on better motilities, 

velocities, membrane integrity and DNA integrity compared to conventional freezing. 

Author Keywords: spermatozoa, guinea pig, conventional freezing, ultra-rapid 

freezing  
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Introducción 

El Cobayo (Cavia porcellus) conocido como cuy o conejillo de indias, es un mamífero roedor 

originario de la zona andina de Perú, Ecuador, Colombia y Bolivia. El cobayo tiene un gran valor 

cultural, alimenticio, económico, incluso ancestral. La crianza tradicional de carne de cobayo ha 

contribuido a la seguridad alimentaria y ha proporcionado una fuente de ingresos económicos 

para determinada parte de la población ecuatoriana (Chauca, 1997). Por todo lo antes expuesto 

la crianza tecnificada de cobayos, sin duda, representa una actividad importante en la economía 

de la región interandina.  

El consumo de carne de cobayo ha incrementado debido a su calidad basado en las altas 

concentraciones de proteína (19,3 a 20,3%) y ácidos grasos poliinsaturados (6 al 20%) que 

contiene (Sánchez et al., 2011). Por esta razón, es importante promover la conservación del 

material genético de cobayo mediante la aplicación de biotecnologías e innovaciones 

tecnológicas como se ha desarrollado en otras especies (FAO, WFP & IFAD, 2016).  

La criopreservación de espermatozoides es una biotecnología reproductiva, que ha demostrado 

ser eficaz para conservar el material genético de varias especies de mamíferos domésticos y 

silvestres. Los espermatozoides criopreservados han sido usados eficientemente en técnicas de 

reproducción asistida (TRA) como la inseminación artificial (IA). Sin embargo, tanto la 

criopreservación espermática como la IA en cobayos ha sido limitada (Palomeque, 2021), debido 

a la baja o nula criosupervivencia espermática (Galarza et al., 2023), y a la falta de un protocolo 

estándar para la extracción y el mantenimiento de semen fresco (Solís & Chávez, 2015). 

Barahona & Quisphe., (2012) indicaron que la sincronización de cobayas es un procedimiento 

poco fiable. En este proceso, se debe observar el momento exacto en que la cobaya entre en 

celo para colocar al macho y la cubra. Si no queda gestante, se asume que ocurrió en proestro 

o metaestro. Además, la tasa de mortalidad de gazapos es de aproxidamente el 75% antes del 

destete (Roustan & Mailot, 1991). 

El protocolo de congelación convencional (CC) más utilizado en espermatozoides usa un 

diluyente a base de tris, ácido cítrico, glucosa y glicerol, en pajuelas de 0,25 ml, se congelan 

exponiéndolas a vapores de nitrógeno líquido (LN2; Esteso et al., 2018). Algunos protocolos de 

criopreservación de espermatozoides de cobayo han sido empleados con resultados poco 

satisfactorios en términos de viabilidad y motilidad. Estudios realizados por Eder et al., (2013) en 

congelación convencional lenta demostró una motilidad y viabilidad espermática tras la 
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descongelación entre el 8 al 15%, este protocolo usó diluyentes a base de tris, tes, yema de 

huevo y la suplementación con 15% de glicerol, 10% de Ficoll PM70 y 2% urea. Aquellas 

muestras fueron cargadas en pajuelas de 0,25 ml y se congelaron exponiéndose a vapores LN2 

estáticos durante un tiempo determinado (Ej. 10 minutos). Se desconoce de más detalles 

proporcionados en la investigación mencionada anteriormente. Por otro lado, en un estudio 

realizado por Machuca, (2021) en el cual se intentó mejorar las velocidades de enfriamiento, 

utilizando dos rampas de congelación a dos alturas (24 y 10 cm) sobre el nivel de LN2, pero la 

respuesta criogénica fue lesiva causando una mortalidad de aproximadamente el 70% de 

espermatozoides.  

Se especula que la gran dimensión de la cabeza del espermatozoide de cobayo en conjunto con 

el gran tamaño del acrosoma dificulta el proceso de congelación y descongelación (O’Brien et 

al., 2019). Esto se basa en el hecho de usar velocidades de enfriamiento inicialmente altas (-5 a 

-25 ºC/min), en este caso la célula no se deshidrata de manera eficiente y, consecuentemente, 

provoca la formación de cristales de hielo intracelulares letales (Machuca, 2021). Estos hechos 

detrimentales han sido previamente evidenciados en espermatozoides de otras especies 

silvestres como el visón europeo y el oso koala (O’Brien et al., 2019). Por estas razones, sería 

conveniente usar un protocolo de congelación que genere velocidades de enfriamiento 

inicialmente lentas (5 a 10 ºC/min) y, luego de la nucleación de hielo, acelerar a velocidades altas 

(-50 ºC/min) como lo ha demostrado Esteso et al., (2018) y Galarza et al., (2020) en 

espermatozoides de rumiantes domésticos y silvestres. Como lo señalan Woelders & Chaveiro, 

(2004) en función de sus simulaciones matemáticas de velocidades de enfriamiento óptimas, 

sugirieron que los espermatozoides podrían lograr una mayor criosupervivencia, ya que el usar 

velocidades de enfriamiento iniciales lentas y luego más altas posterior a la nucleación del hielo 

provocaría una deshidratación y rehidratación óptimas durante los procesos de congelación y 

descongelación. 

Otro efecto nocivo bien documentado que se produce durante la congelación convencional lenta 

es el aumento de las dimensiones morfométricas de la cabeza del espermatozoide. Estos 

cambios del tamaño del área y longitud de la cabeza de los espermatozoides son indicativos de 

sensibilidad de los espermatozoides al proceso de congelación y descongelación (O’Brien et al., 

2019), debido a una condensación o dispersión de la cromatina (Fawcett & Hollenberg, 1963).  



 
17 

 

Christian Andrés Hernández Lojano – Anddy Josué Salinas Ulloa 
 
 

La congelación ultrarrápida (CU) es otro método de criopreservación que ha sido usado como 

una alternativa a la CC. La CU usa velocidades de enfriamiento extremadamente altas (> 20.000 

ºC/min) con altas concentraciones de agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP; Mazur, 

1984; Galarza et al., 2021). Los ACNP usados en la CU son los disacáridos (Ej. sacarosa o 

trehalosa) y trisacáridos (Ej. rafinosa) suplementados al diluyente en concentraciones que van 

desde 100 a 250 mM. La CU se logra sumergiendo gotas (30 a 50 µl) de muestras espermáticas 

con ACNP dentro de LN2 (Mocé et al., 2010; Moreno et al., 2009).  

Cabe recalcar que se ha demostrado que la CU de espermatozoides de mamíferos silvestres 

(gamo, muflón, gacela dama, jirafa y oso), usando un diluyente a base de TCG-YH (tris, ácido 

cítrico, glucosa y yema de huevo al 10 – 20%) suplementado con 100 mM de sacarosa produjo 

resultados promisorios (aproximadamente 40%) de motilidad y la viabilidad, en comparación con 

la congelación CC (incluso con mejores resultados; O’Brien et al., 2019). Esto nos permite 

hipotetizar que el uso de esta técnica podría ser eficiente en la criopreservación de 

espermatozoides de cobayo.   
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Objetivos 

General 

Evaluar la respuesta criogénica de los espermatozoides de cobayo criopreservados mediante 

congelación convencional y ultrarrápida.  

Específicos 

a. Evaluar la cinemática, integridad simultánea de membranas e integridad del ADN de 

espermatozoides criopreservados con ambos métodos de congelación. 

b. Evaluar las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides congelados 

con ambos métodos de criopreservación. 

 

  



 
19 

 

Christian Andrés Hernández Lojano – Anddy Josué Salinas Ulloa 
 
 

Revisión de literatura 

Características morfológicas de los espermatozoides de cobayo 

En las especies animales, existen dos tipos de morfología espermática: los heteromorfos, que 

corresponden a los camélidos, y que exhiben una gran variabilidad en su morfometría 

espermática, dentro de un mismo animal, como entre diferentes animales (Cucho et al., 2021). 

En otro aspecto, los homomorfos se refieren a los cobayos, quienes presentan una sola 

morfología constante en sus espermatozoides, es decir, tienen una forma similar entre individuos 

(Cabeza et al., 2020).  

Los espermatozoides son células, conformadas de una cabeza con un núcleo y acrosoma, 

además de una cola, necesaria para su motilidad (García, 2000). 

a. Cabeza 

Tiene forma oval con una medida de 8 micras, un núcleo aplanado, ovalado con cromatina 

homogénea compactada, unidas con histonas espermáticas (Chango, 2014). También posee 

vacuolas en el núcleo, con una membrana nuclear unida al ADN y protaminas espermáticas 

(Cabeza et al, 2020). 

b. Acrosoma 

Ubicado en el polo anterior de la cabeza, el acrosoma tiene forma de capuchón y una doble capa. 

Está conformado por enzimas estructurales como acrosina, hialuronidasa, esterasas e hidrolasas 

ácidas, quienes participan en el proceso de fecundación (Chango, 2014). 

c. Cuello 

Se encuentra entre la pieza media y la cabeza. Tiene un centriolo y nueve fibras periféricas 

comunicadas con la pieza media (Quispe, 2018).  

d. Cola 

Esta estructura mide 108,3 micras incluyendo el flagelo. Además, está dividida entre 3 

segmentos: la pieza principal, intermedia y terminal. La pieza terminal, se asemeja a un cilio, la 

pieza intermedia está unida al flagelo y la pieza principal es como una hélice de la cola del 
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espermatozoide siendo la porción más larga; todas estas estructuras en conjunto le confieren a 

la cola la función de proveer movilidad al espermatozoide (Cabeza et al, 2020).  

 

Figura 1. Estructura del espermatozoide de cobayo (Tomado de Quispe, 2018). 

 

Obtención de espermatozoides de cobayo 

Para recolectar espermatozoides epididimarios en cobayos la técnica consiste en extraer los 

testículos completos del animal (orquiectomía), o son recuperados post-mortem, estos 

espermatozoides fecundantes se almacenan en la cola del epidídimo y corresponden al material 

genético de un macho (Armas et al., 2011). 

En el epidídimo se da la maduración y almacenamiento de espermatozoides. La maduración 

progresiva de los espermatozoides ocurre en la cabeza y cuerpo, mientras que su acumulación 

se produce en la cola del epidídimo (Hafez, 2002). La biotecnología ha evidenciado que los 

conocimientos de recuperación y criopreservación de espermatozoides epididimarios en 

especies domésticas sobre todo en especies silvestres, que se encuentran en peligro de 

extinción, son de suma importancia como modelo de biotecnología (Ojeda & Diaz, 2000). La 

recuperación de espermatozoides puede ser post-mortem o post-orquiectomía de testículos, esto 

nos ofrece una oportunidad tener acceso a material genético de buena calidad y poder utilizarlo 
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en inseminación artificial en fresco o bien congelarlo y almacenarlo en nitrógeno líquido 

(Ponglowhapan & Chatdarong, 2008). 

Recuperación de espermatozoides de la cola del epidídimo 

1. Se localiza la cola del epidídimo tanto con el conducto deferente en los testículos.  

2. Se hace la disección del conducto deferente como del epidídimo.  

3. Se limpia con una gasa para retirar la mayor parte de solución o sangre y evitar 

contaminación de la muestra.  

4. El tejido se coloca en una caja de poliestireno para conservar la temperatura.  

5. Se realiza una incisión con una navaja de bisturí en la región más craneal de la cauda 

epididimaria.  

6. Con una jeringa de 1 ml con aguja fina de 0,5 x 16 mm recortada la punta (sin filo), por el 

medio de extracción se procede a realizar un lavado retrógrado introduciendo la aguja por 

la luz del conducto deferente y con el diluyente adecuado “swim out”. 

7. Una vez obtenida la muestra, se evalúa (Rodríguez et al., 2018). 

Evaluación de semen fresco 

Dentro de la evaluación macroscópica se evalúa el volumen y color, en el caso de la evaluación 

microscópica, esto permite determinar la concentración, motilidad, vitalidad, morfología e 

integridad de membranas (Lucio et al., 2009).  

El volumen del eyaculado de un cobayo es de 0,6 a 0,8 cm3, el color es blanquecino y un pH 

ácido de 7, de acuerdo a resultados obtenidos de la recolección de un eyaculado en cobayos 

mediante electroeyaculador (Durrant, 1990). Se preparará una dilución homogenizada de 

diluyente con el semen a razón de 1:20, 1:10 o 1:50. Se debe determinar la concentración en 

millones/ml (IPCC, 2014), el promedio es de 2,9 a 35 x 106 espermatozoides por eyaculado (Scott 

& Dziuk, 1959).  

En un estudio realizado Freund, (1969) en 870 cuyes encontró una concentración de 13 a 376 x 

106 espermatozoides por eyaculado en muestras que fueron obtenidas por electroeyaculador. 

Los espermatozoides del cobayo se caracterizan de acuerdo a su motilidad porque tienen un 

movimiento curvilíneo y una progresión hacia delante de forma irregular (Wagner & Manning, 

1976). Una vez obtenidas las muestras y evaluadas microscópicamente la motilidad, se indica la 
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vitalidad de los espermatozoides, que refleja la integridad de membranas y el metabolismo celular 

(Ortiz, 1999). 

Para medir la motilidad masal se utiliza una escala de 0 (sin movimiento) a 5 (con un movimiento 

vigoroso), la cual se puede evaluar con la ayuda de un microscopio (Páez, 2012). Para la 

motilidad individual se utiliza una dilución isoosmótica, en el que se emplea la misma escala 

(IPCC, 2014). Se ha observado que los espermatozoides de cobayo alcanzan un 90% de 

motilidad individual (Caycedo, 2000). 

Criopreservación 

La criopreservación tiene la particularidad de que busca conservar la viabilidad y funcionalidad 

de las células mediante el almacenamiento a bajas temperaturas. En los últimos años, ha 

permitido almacenar células germinales de mamíferos durante periodos de tiempo prolongados 

utilizando soluciones crioprotectoras especiales, junto con nitrógeno líquido para mantener la 

integridad celular (Meyers, 2012). Un aporte importante de esta técnica es que puede emplearse 

cuando un animal muere de forma inesperada y se desea conservar su material genético. Esto 

se logra extrayendo espermatozoides de la cola del epidídimo para luego almacenarlos y 

congelarlos (Martins et al., 2007). 

Se puede conservar espermatozoides, ovocitos y embriones de varias especies, tanto 

domésticas como silvestres, sin perder su capacidad de desarrollo (Cabodevila & Teruel, 2001), 

o al menos no alterarla en gran medida. Por lo tanto, el almacenamiento en bancos de recursos 

genéticos ayuda a mantener la variabilidad de una especie y asegura la permanencia de varias 

especies (Gonzáles & Molfino,2017). 

La crioconservación de espermatozoides es una biotecnología, que consiste en la refrigeración 

de las muestras antes de llevarlas a temperaturas bajo cero, la refrigeración sirve para estabilizar 

las temperaturas entre 4 a 5 °C para así ser llevados a –196 °C, siendo esta la temperatura del 

nitrógeno líquido, en la cual se mantiene por tiempo indefinido (Chango, 2014; Ribeiro et al., 

2014). Esta técnica de conservación en general tiene buenos resultados, sin embargo, también 

disminuye la capacidad fecundante y la fertilidad (Gonzalez, 2004). 

De igual manera, está relacionada fuertemente con la velocidad y la curva de congelación, las 

cuales actuarán en las células y teniendo un impacto significativo con las lesiones celulares 

(Moore et al., 2006). Entre estas lesiones se incluyen la pérdida de la movilidad espermática 
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(Ortiz, 1999), así como alteraciones en la morfología, daño acrosomal, mitocondrias y la cola. La 

proporción de espermatozoides que logran resistir a estas condiciones y lesiones son bajas 

(Gonzalez & Conejo, 2009). 

Existe escasa información sobre la criopreservación de espermatozoides de cobayos. Eder et 

al., (2013) utilizaron un diluyente compuesto por yema de huevo, 15% de glicerol, 10% de Ficoll 

y 2% de urea, logrando obtener un 10% de motilidad y un 50% de integridad acrosomal tras la 

descongelación. Además, Galarza et al., (2023) obtuvo resultados similares con TCG con un 

20% de yema de huevo y un 5% de glicerol, mientras que Calderón & Pintado, (2023) utilizando 

TCG-YH 20% más un 10% glicerol obtuvieron 4,4% de motilidad. 

Congelación convencional lenta (CC) 

Es un protocolo de conservación que busca un equilibrio entre la velocidad de enfriamiento, la 

deshidratación y la formación de cristales de hielo. En este método, se controla la velocidad de 

enfriamiento graduando el descenso de temperatura, esto ayuda a que los agentes 

crioprotectores penetrantes logren el equilibrio osmótico, sumado a esto, se reduce la formación 

de cristales de hielo dentro de las células. Esta técnica requiere de un descenso de temperatura 

de 0,2 a 0,3 ºC por minuto para garantizar la viabilidad y funcionalidad celular (Herrán & Guevara, 

2021). 

La congelación convencional con rampas de enfriamiento lenta necesita de un tiempo de 

equilibrio a 5 ºC de temperatura, este tiempo varía dependiendo de la especie y el origen de la 

muestra, para posteriormente ser llevadas las pajuelas a las gradillas metálicas en diferentes 

alturas en una caja de poliestireno, después se sumergen en nitrógeno líquido (Garde et al., 

2003; Pradiee et al., 2015).  

Dentro de este procedimiento se adiciona la yema de huevo que funciona como un aditivo para 

la protección de las células espermáticas durante la congelación y descongelación (Aboagla & 

Terada, 2004). Los medios estudiados recientemente para la congelación convencional no evitan 

la formación de cristales de hielo extra e intracelular, estos cristales tienen relevancia ya que 

afectan a la crioresistencia (Bóveda, 2021). 
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Congelación ultrarrápida (CU) 

Es una alternativa reciente, descrita en diferentes estudios, consiste en un método de 

criopreservación ultrarrápida, en el cual se depositan pequeños volúmenes de muestra 

directamente sobre el nitrógeno líquido o sus vapores (Bóveda et al., 2020).  

El método de congelación ultrarrápida es una técnica de bajo costo y de fácil de aplicación, que 

se usa dentro de la biotecnología porque evita la formación de cristales de hielo intracelular, 

favoreciendo el medio vítreo, la motilidad y el potencial de membrana (Isachenko et al., 2012). 

Para esta técnica, se necesita de concentraciones elevadas de crioprotectores, ya que tienen 

una alta toxicidad sobre las células espermáticas (Isachenko et al., 2003). 

Existen protocolos que emplean concentraciones moderadas de agentes crioprotectores no 

penetrantes, un ejemplo de ello es la sacarosa (Pradiee et al., 2015). En el método de 

congelación ultrarrápida, la tasa de congelación varía entre 15.000 hasta 30.000 °C/min y tarda 

pocos segundos en completarse (Restrepo et al., 2010). Se forma una suspensión con agentes 

crioprotectores no penetrantes como la sacarosa y un diluyente a base de yema de huevo, que 

luego deben ser refrigeradas durante 30 minutos. Posteriormente, se forman gotas de 30 µl que 

se dejan caer directamente en nitrógeno líquido a una altura de 10 cm sobre la superficie, 

formando de esta manera esferas o pellets que se conservarán en criotubos sumergidos en LN2. 

Para su descongelación, se necesita de al menos 24 horas de almacenamiento en LN2 

(Hernández et al., 2018).  

Agentes crioprotectores (AC) 

Los agentes crioprotectores sirven para minimizar los daños. Durante los procesos de 

congelación y descongelación estos agentes protegen las células vivas, proporcionando 

protección intra y extracelular. En la congelación convencional, se utilizan principalmente para 

evitar la formación de cristales de hielo en el interior de la célula, desafortunadamente la 

formación de estos cristales no se evita por completo (Okazaki et al., 2009). 

El descenso de temperatura implica que los espermatozoides alcancen la máxima concentración 

de solutos a bajas temperaturas, permitiendo que se deshidraten y que sufran poco estrés 

osmótico (Ávila et al., 2006). Con la ayuda de los crioprotectores, se previene la formación de 

hielo intracelular, disminuye las lesiones en la membrana, y evitan los efectos adversos de la 
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deshidratación excesiva, ya que los crioprotectores ingresan al medio intracelular, evitando el 

colapso celular (Vásquez et al., 2011).  

Existen tres tipos de crioprotectores: alcoholes, azúcares y dimetilsulfóxido. Se pueden catalogar 

de acuerdo con su grado de protección contra la formación de cristales de hielo, su toxicidad 

química en las células y la velocidad para penetrar los tejidos (Ávila et al., 2006). 

Agentes crioprotectores penetrantes (ACP) 

Los agentes crioprotectores penetrantes son: glicerol, el dimetilsulfóxido, el etilenglicol, metanol, 

propilenglicol y dimetilacetamida. Todos estos solutos pueden permeabilizar las células (Gao & 

Critser, 2000). Su mecanismo de acción, está relacionado con su capacidad de disminuir la 

concentración de electrolitos y evitar la formación de cristales de hielo que dañan la estructura 

de la membrana (Mazur, 1984). 

Concretamente, estos agentes afectan al citoplasma, cambian velocidades de difusión y alteran 

las propiedades de la membrana a través de su inserción en la bicapa lipídica (Holt, 2000). Sin 

embargo, puede dañar a la célula e inducir cambios osmóticos de volumen a temperaturas 

superiores a 5 °C, lo cual representa un inconveniente porque necesitan permeabilizarse antes 

de la congelación y tienen que eliminarse rápidamente al descongelarse (Gao et al., 1995). Cabe 

señalar que la idoneidad de un agente crioprotector depende de la permeabilidad de la célula a 

dicho agente y de sus efectos citotóxicos específicos. 

Glicerol (GLY) 

Tiene un bajo peso molecular que permite su ingreso a los espermatozoides por medio de los 

canales acuaporina 7, facilitando el reemplazo del agua intracelular por ósmosis durante el 

proceso de congelación (Carlotto, 2009). A nivel extracelular, aumenta el volumen del medio y la 

proporción de agua en estado de no congelado, minimiza las concentraciones de los electrolitos 

y reduce los efectos de la solución. La deshidratación de las células por ósmosis contribuye a la 

disminución del volumen de agua y la prevención de formación de cristales.  

Durante el proceso de congelación y el choque térmico, se producen cambios en las 

concentraciones de cationes. En este caso el glicerol impide la acumulación de Ca, al combinarlo 

con yema de huevo, citrato sódico y fructosa, lo que protege contra el influjo de Na y el eflujo de 

K. Sin embargo, el glicerol puede tener efectos tóxicos en las membranas plasmática de las 
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células; existe la probabilidad de que influya en la reorganización de fosfolípidos y proteínas de 

membrana, lo cual disminuye la capacidad fecundante y afecta tanto a las mitocondrias como a 

la membrana acrosomal (Castro, 2021). 

La sensibilidad a los efectos tóxicos del glicerol varía según las especies, y encontrar la 

concentración óptima de glicerol para cada una implica en equilibrar sus efectos protectores y 

tóxicos (Canorio et al., 2015).  

 

Figura 2. Estructura del glicerol (Tomado de Pardo, 2021). 

 

Dimetilformamida (DMF 

Es un crioprotector penetrante a nivel celular con un bajo peso molecular, alta solubilidad en 

medios acuosos y baja toxicidad celular (Pineda & Pinilla, 2007). De la misma manera, reduce la 

formación de cristales de hielo intracelular (Alvarenga et al., 2005). Este al ser una amida puede 

reducir el daño osmótico. Existe poca información sobre el uso de las amidas como 

crioprotectores, pero se ha demostrado que el uso de la dimetilformamida, mejora la motilidad en 

la descongelación y preserva la integridad de la membrana celular (Pérez et al., 2014). 

Mesa & Henao, (2012) realizaron un estudio en caballos criollos colombianos, comparando el 

uso de la DMF y glicerol, en sus resultados se evidenció una mejor motilidad, integridad de 

membrana y viabilidad, reportando una motilidad de 90,26% con DMF, mientras que con glicerol 

fue de 79,03%, con una diferencia significativa. 
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Figura 3. Estructura química de la Dimetilformamida (DMF; Tomado de Giraldo & Jairo, 2011). 

 

Agentes Crioprotectores No penetrantes (ACNP) 

Los ACNP generalmente son componentes de alto peso molecular, demasiado grandes para 

difundirse a través de las células. Son efectivos a elevadas velocidades de congelación, y facilitan 

la crioprotección al promover la rápida deshidratación celular. Estos agentes se utilizan junto con 

agentes crioprotectores penetrantes (Ávila et al., 2006). 

Los ACNP forman puentes de hidrógeno con el agua, disminuyendo su acción a una magnitud 

mucho mayor que la que se predeciría por su concentración molar. Además, aumentan la 

osmolaridad del espacio extracelular, lo que provoca la deshidratación celular y reduce la 

formación de cristales de hielo intracelulares. Se postula que algunos crioprotectores no 

penetrantes pueden absorberse en las superficies de las membranas (Swain & Smith, 2010). 

Se tiene en cuenta factores como el tiempo de exposición, la concentración del crioprotector y la 

temperatura de exposición, ya que influyen en el efecto del agente crioprotector, lo que a su vez 

disminuye el estrés osmótico en las células durante la congelación (Fernández et al., 2009). 

Los agentes crioprotectores no penetrantes se clasifican en: 

• Crioprotectores de alto peso molecular: 

o Azúcares:  

▪ Monosacáridos (glucosa, galactosa, arabinosa, fructosa, xilosa, manosa), 
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▪ Disacáridos (sacarosa, trehalosa, lactosa, maltosa). 

▪ Polisacáridos (rafinosa, dextrano). 

• Crioprotectores de bajo peso molecular: 

o Macromoléculas/polímeros:  

▪ Ficoll, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, hialuronano. 

La finalidad es buscar la idoneidad de un agente crioprotector bajo ciertos criterios, sobre la 

motilidad, la capacitación y la capacidad de fecundación. Además, factores como: el tiempo de 

exposición, la concentración del crioprotector y la temperatura de exposición influyen en su 

efectividad. También, se tiene en cuenta aspectos como: periodos cortos de tiempo, la exposición 

prolongada o concentraciones elevadas, ya que pueden afectar al metabolismo de los agentes 

crioprotectores, lo que posteriormente puede alterar la función y la viabilidad (Fernández et al., 

2009). 

Los daños inducidos por la exposición inadecuada de los crioprotectores van desde la eliminación 

o fusión de las membranas celulares, hasta el deterioro de la actividad enzimática y la alteración 

de la estructura y función de los orgánulos (Swain & Smith, 2010). 

Sacarosa 

Es un disacárido del grupo de hidratos de carbono y soluble en agua, formado por dos moléculas 

de monosacáridos. Está compuesto por O-α-D-glucopiranosil-(1-2)-ß-D-fructofuranósido 

(Maynard, 2012). 

La sacarosa tiene una acción crioprotectora sobre la integridad de membranas y el equilibrio de 

proteínas durante la deshidratación y rehidratación celular en la criopreservación. Investigaciones 

realizadas por Aisen et al., (2000), demostraron que al evaluar la motilidad post-

descongelamiento en espermatozoides de carnero, obtuvieron resultados mayores con la 

presencia de sacarosa con relación a la adición de glucosa, evidenciando la eficacia de la 

crioprotección en disacáridos. 

De igual manera, investigaciones realizadas por Shi et al., (2018), demostró que la sacarosa al 

10% es tan eficaz como la rafinosa al 18% en presencia de leche desnatada al 3% para la 

criopreservación, al evaluar: motilidad espermática, la integridad del ADN y la fertilidad del 

esperma en una cepa de ratones C57BL/6J. 
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Figura 4. Estructura química de la sacarosa (Tomado de Aguilar et al., 2012). 

 

BSA (Albúmina Sérica Bovina) 

Es una proteína que se encuentra de forma natural en el semen de mamíferos (Rayan et al., 

2023). La adición de BSA a los espermatozoides puede mantener eficazmente su calidad durante 

el periodo de criopreservación. Una de las principales características del BSA es su capacidad 

antioxidante, que elimina los radicales libres creados por el estrés oxidativo. Además, como 

crioprotector, puede absorberse en la superficie del espermatozoide para preservar la fluidez e 

integridad de la membrana (Rahimizadeh et al., 2021). 

La BSA también mejora la motilidad y la viabilidad del semen eyaculado tras el proceso de 

congelación y descongelación (Salamon & Maxwell, 2000). En estudios realizados en diferentes 

especies, se ha observado que la adición de BSA mejora la supervivencia de espermatozoides 

criopreservados. Por ejemplo, al adicionarla en un 10% en el esperma epididimario de carnero 

demostró una viabilidad espermática significativa (Rahimizadeh et al., 2021). En cambio, en 

espermatozoides de toro se ha evidenciado que los ácidos grasos presentes en el BSA como 

suministro energético, aumentan la producción de ATP tras el almacenamiento (Sariözkan et al., 

2009). 

Otro efecto de la BSA es modificar la composición lipídica del espermatozoide eliminando el 

colesterol de la membrana plasmática, lo que preserva la fluidez e integridad de la membrana 

durante la criopreservación (Rahimizadeh et al., 2021). 
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Figura 5. Estructura y cavidades de la albúmina se suero bovino (BSA; Tomado de Kumar et 
al., 2003). 

 

Análisis Espermático Asistido por computador (CASA) 

El Análisis Espermático Asistido por Computador (CASA-SCA®, Computer Assisted Sperm 

Analysis) permite la evaluación precisa, automática y objetiva de espermatozoides. En general, 

los informes del sistema CASA evalúan los siguientes aspectos dentro una población 

espermática: el porcentaje de espermatozoides móviles, progresivos y estáticos, morfología y 

morfometría, concentración y valores de cinética (Varner, 2008). 

Cinética espermática 

Se evalúa en distintas condiciones de contraste de iluminación, aumento y tiempos de captura. 

Este análisis permite medir el desplazamiento de la cabeza del espermatozoide a través del 

tiempo (Valverde & Madrigal, 2018). 
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Figura 6. Representación Esquemática de patrones de movilidad por el sistema Computer-
Assisted Semen Analysis (CASA; Boyer et al., 1989). 

La linealidad de los círculos negros representa las imágenes de la cabeza del espermatozoide 

en movimiento, que se encuentra conectados por líneas rectas. Se utilizan varios parámetros, 

como el desplazamiento angular medio (MAD), la velocidad de trayectoria media (VAP), la 

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), la velocidad curvilínea (VCL) y la 

velocidad en línea recta (VSL); estos parámetros evalúan características de linealidad, rectitud y 

oscilación. Asimismo, se analiza la frecuencia de batida del flagelo (BCF) y el desplazamiento 

lateral de la cabeza (ALH). 

La información de las trayectorias se consigue utilizando las coordenadas del centro del 

espermatozoide en cada imagen examinada. El recorrido correspondiente a VCL muestra el 

trayecto total del espermatozoide, mientras que VSL es el movimiento entre el primer y el último 

punto de la trayectoria. A partir de los datos obtenidos, se calculan índices como: linealidad (LIN= 

VSL/VCL), rectitud (STR= VSL/VAP) y oscilación (WOB= VAP/VCL) para detallar mejor la calidad 

del movimiento espermático. Además, la BCF (frecuencia de batida del flagelo), se expresa como 

las veces en la trayectoria curvilínea cruza la trayectoria lineal, y ALH (desplazamiento lateral de 

la cabeza) como la altura máxima (o media) de la amplitud del movimiento oscilatorio de la 

trayectoria curvilínea (Valverde & Madrigal, 2018). 

Morfología espermática 

El análisis morfológico de los espermatozoides refleja el estado fisiológico o patológico de la 

funcionalidad de los testículos, epidídimo y glándulas accesorias de los machos. Para el análisis 

morfométrico se precisa de la fijación y la tinción de espermatozoides, así también la evaluación 

de sus diferentes elementos (acrosoma, cabeza y pieza intermedia). En la cola se puede 
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encontrar gotas de citoplasma, y el agrandamiento de la pieza intermedia, el cual sería un 

componente en la variación de los resultados obtenidos (Valverde & Madrigal, 2018).  

De igual manera, para determinar la particularidad morfométrica de la cabeza (área, longitud, 

ancho, perímetro) y la forma (elipticidad, regularidad, rugosidad, elongación). Las 

morfoanomalías se producen por una espermatogénesis deficiente, genética, enfermedades, 

estrés, exposiciones a condiciones ambientales adversas, reposo sexual prolongado, o por 

técnicas inadecuadas en el manejo del semen (Valverde & Madrigal, 2018). 

Las alteraciones de los espermatozoides se han catalogado en: 

Alteraciones por: Morfología: cabeza, cola, sección media y presencia de gotitas citoplasmáticas 

(acumulación de citoplasma en el proceso de maduración del espermatozoide). Y por su origen: 

en las que se clasifica como causas primarias: durante el proceso de espermiogénesis que se 

originan en el testículo y secundarias: se producen en un post-eyaculado o en el epidídimo 

(Valverde & Madrigal, 2018). 

Concentración espermática 

Este análisis permite el conteo de espermatozoides y se define como la cantidad de células 

espermáticas que se encuentran por unidad de volumen en una muestra espermática. Se utilizan 

instrumentos como la cámara de Neubauer y Thoma. Para analizar la concentración se diluye la 

muestra en condiciones específicas para su análisis. Para realizar el conteo en el microscopio, 

se toman en cuenta las cuadrantes laterales y central en la cámara Neubauer. El resultado se lo 

realiza x106 expresado en millones, que es el número de espermatozoides por mililitro que se 

encuentran en la muestra espermática (Palma, 2008). 

Integridad de membrana plasmática y membrana acrosomal 

El acrosoma es muy importante en la fecundación (Januskauskas et al., 1999). Debido a que la 

reactividad de la membrana acrosomal representa un requisito importante en la fertilización y 

solo aquellos espermatozoides que realicen la reacción acrosomal (RA) de manera sincronizada 

con la fase de penetración del ovocito, pasarán a través de la zona pelúcida, y, como 

consecuencia, fusionarse con este para formar un embrión.  

Investigaciones realizadas por Fraser, (1998) demostró que en espermatozoides de ratón, sólo 

aquellos con acrosoma intacto son capaces de unirse a la membrana pelúcida. De igual manera, 
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investigaciones han evidenciado la necesidad de moléculas específicas asociadas con el ovocito 

para inducir la RA (Florman & Storey, 1982). 

De igual manera, la integridad de la membrana plasmática y acrosomal demuestra la viabilidad 

de espermatozoides y como la criopreservación afecta a estas estructuras ocasiona daños como: 

hinchazón, ruptura de las membranas, cambios de fluidez, cambios en el flujo de calcio y 

actividad enzimática que pueden provocar espermatozoides prematuros y afectar la fertilidad 

(Cabrera & Pantoja, 2012). 

Por otro lado, la integridad del ácido desoxirribonucleico (ADN) es uno de los factores necesarios 

para el éxito reproductivo, ya que un espermatozoide con anormalidades en el material genético 

y que a su vez fecunde a un ovocito, este sufrirá apoptosis, cuando presente de cuatro a ocho 

células (Bordignon & Smith, 1999). 

Entonces, el análisis de membranas es un parámetro aislado en el análisis de calidad seminal y 

una herramienta potencial en la predicción de fertilidad. Las técnicas empleadas por García et 

al., (2006), se fundamentan en la detección de rupturas en la cadena de ADN en el núcleo del 

espermatozoide. Esto se logra mediante el tratamiento de lisis espermática utilizando enzimas, 

ácidos o calor y la posterior tinción del esperma procesado. 

Evaluación seminal por técnicas fluorescentes 

La fluorescencia evalúa el porcentaje de células viables, se fundamenta en el análisis de 

espermatozoides con o sin integridad de membrana. Este método, se basa en la capacidad de 

la membrana plasmática para impedir la entrada de colorantes y lo cual son un indicador de la 

integridad estructural (Cabrera & Pantoja, 2012). 

El estrés térmico que se produce durante la criopreservación del espermatozoide afecta: la 

membrana (plasmática, acrosomal externa y mitocondrial), provocando cambios en la fluidez, 

permeabilidad y composición lipídica, desencadenando daños permanentes y afectando a su 

supervivencia (Stornelli C., & Stornelli A, 2005). 

Microscopía de fluorescencia 

La fluorescencia se refiere al proceso mediante el cual un espécimen absorbe y 

subsecuentemente irradia luz, en un intervalo de tiempo que va desde la absorción de la luz de 

excitación y la emisión de luz fluorescente (Von Bilderling, 2013). Este análisis de fluorescencia 
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evalúa el estado de las membranas de los espermatozoides y realiza pruebas de motilidad. Por 

otro lado, permite realizar otros análisis de tinciones fluorescentes, como los relacionados con el 

estado mitocondrial de la pieza intermedia. En cuanto a las técnicas de tinción fluorescente estas 

evalúan las características del esperma como: la integridad de la membrana, acrosoma, 

mitocondria, cromatina e integridad del ADN (Farah et al., 2013). 

El acrosoma es una estructura de doble capa que se sitúa en la región apical de la cabeza del 

espermatozoide. Dentro de esta estructura se encuentran diversas enzimas, como la 

hialuronidasa y la acrosina. Hancock & Hovell, (1959) al evaluar el acrosoma determina que la 

muestra espermática debe analizarse mediante una microscopía de campo brillante o 

microscopía de fluorescencia. 

Para la evaluación de estas estructuras existen diversas técnicas como: la microscopía de campo 

claro y citometría de flujo. El método para determinar el porcentaje de células viables mediante 

tinción, se fundamenta en la capacidad de la membrana plasmática de los espermatozoides, que 

impide la entrada de colorantes. Por lo tanto, indica una integridad y una viabilidad celular 

(Valverde & Madrigal, 2018). 

Para evaluar la integridad de la membrana plasmática y acrosomal se emplean diversos métodos 

de tinción. Entre ellos, se utiliza el FITC (isotiocianato de fluoresceína) conjugado con lectinas 

que se unen específicamente al acrosoma. Donde el FITC-PNA tiene terminales de β-galactosa 

donde se van a ubicar en las membranas acrosomales externas (Silva & Gadella, 2006; 

Hernández et al., 2012). Otro método de tinción, es el naranja de acridina, se caracteriza por ser 

un colorante de ácido nucleico que se une al ADN de doble hebra helicoidal, permitiendo la 

medición en tiempo real de ADN y ARN, produciendo un cambio brusco en las propiedades 

físicas de las células (Vermes & Haanen, 1994). Además, esta tinción sirve como un indicador 

de viabilidad celular durante la exposición a diversos estímulos nocivos (Plemel et al., 2017). 

Como finalidad tenemos un marcaje de los espermatozoides, aquellos con ADN intacto se tiñen 

de verde, de aquellos con ADN deteriorado muestran una tinción de amarillo a naranja.  

Es importante destacar, que el porcentaje de espermatozoides móviles no siempre coincide con 

el porcentaje de espermatozoides viables, ya que después de la preservación se ha observado 

que las tasas de supervivencia son mayores que las tasas de movimiento en cerdos (Johnson et 

al., 1996). 
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Materiales y Métodos 

Materiales 

Materiales físicos 

• Hojas de bisturí Nº10 

• Kit de disección  

• Sutura multifilamento absorbible Ácido poliglicólico N.º 2/0 longitud de 90 cm con aguja 

curva, medio círculo de 25 mm, punta atraumática 

• Caja de poliestireno  

• Guantes de inspección  

• Bolsa Ziploc® 

• Jeringuilla de 1ml  

• Balanza electrónica de precisión (Boeco, Ref. 00101, Alemania) 

• Microcentrífuga (PLC-01, Taiwán) 

• Portaobjetos  

• Cubreobjetos (22 x 22 mm) 

• Cubreobjetos largos (22 x 50 mm) 

• Cámara de Neubauer (MARIENFELD, Alemania) 

• Caja de criogénica de poliestireno 

• Rampa doble (24 cm y 10 cm) 

• Esterilizador UV  

• Pajuelas de 0,25 ml (IMV, L`Aigle Cedex, Francia) 

• Criotubos de 2 ml (NEST SCI, USA) 

• Refrigerador  

• Tanque de nitrógeno 

• Tubos Eppendorf de 1,5 ml 

• Tubos falcón de 10 ml  

• Baño María 

• Placa térmica (Ref. 12055/0010, Minitube®, Alemania) 

• Vaso de precipitación de 10 ml 

• Dispositivo de calentamiento (STC-3008, Ecuador) 
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• Microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Nikon Eclipse Ci-E, contraste de fase 

negativo [Ph1] con filtro verde; Nikon Instruments, Inc., Nueva York)  

• Sistema CASA, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0.9, software. 

Microptic S.L., Barcelona, España) 

Materiales biológicos 

• 20 cobayos reproductores 

• 40 epidídimos de cobayo 

Químicos y reactivos 

• Diluyente TCG-YH al (10%YH) 

• N-dimetilformamida (DMF; Fisher Scientific, Arabia Saudi) 

• Glicerol 

• Albúmina Sérica Bovina (BSA) 

• Sacarosa (S0389, Sigma-Aldrich) 

• HEPES (Fluorescence / Salt, NaCl, KOH, glucosa, agua destilada) 

• Yoduro de propidio (PI, P4170, Sigma-Aldrich) 

• Tinción SpermBlue (SB-250-N, España) 

• Resina Sintética 

• Solución fijadora (PBS o solución de Carnoy) 

• Fluorocromo naranja de acridina 

• Nitrógeno líquido (LN2) 

• Agua bidestilada 

Métodos 

Área de estudio 

La recolecta de los testículos se realizó en el criadero “El Vecino” localizada en el sector San 

Vicente de las Caleras, en la parroquia San Sebastián de la ciudad de Cuenca en la provincia 

del Azuay, en las siguientes coordenadas: Latitud sur: 2°53'03.3"S y Longitud Oeste: 

79°02'22.5"W, a una altitud de 2.630 m s.n.m. y a una temperatura promedio de 17 ºC.  

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Biotecnología de Reproducción Animal de 

la Universidad de Cuenca ubicada dentro de la granja de Irquis, en la provincia del Azuay, cantón 
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Cuenca, parroquia Victoria del Portete en las coordenadas: Latitud sur: 4´48.34” S y Longitud 

Oeste 79° 4´30.12” O; Altitud de 2671 m s.n.m.; humedad relativa del 80% y temperaturas entre 

12 y 18 °C. 

Diseño experimental 

El presente estudio incluyó 20 pares de testículos con sus epidídimos intactos, obtenidos de 20 

cobayos adultos y clínicamente sanos, recuperados por orquiectomía bilateral en 5 sesiones. En 

cada sesión, se recolectaron ocho testículos de cuatro cobayos y se almacenaron en bolsas 

plásticas identificando los testículos izquierdos y derechos de cada cobayo. La recuperación 

espermática se hizo por flujo retrógrado y las muestras provenientes de los testículos derechos 

fueron usados para la congelación convencional (CC), mientras que los izquierdos para la 

congelación ultrarrápida (CU), de tal manera que existieron dos tratamientos en este estudio: 

1. Congelación convencional (CC): las muestras espermáticas derechas fueron diluidas 

con TCG-YH (10%), 3 % de dimetilformamida, 3 % glicerol, 1% de BSA. Un total de 80 

pajuelas fueron congeladas (4 pajuelas / muestra epididimaria, n = 20). 

2. Congelación ultrarrápida (CU): las muestras espermáticas izquierdas fueron diluidas 

con TCG-YH (10%), 1% de BSA, y 100 mM de sacarosa. Un total de 40 criotubos con 

pellets de 30 µl fueron almacenados (2 criotubos / muestra epididimaria, n= 20; ver Figura 

7). 
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Figura 7. Diseño Experimental Fuente: Los Autores, (2024). 
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Preparación de Diluyentes 

Los diluyentes utilizados se describen a continuación: 

Tabla 1. Diluyente tris, ácido cítrico y glucosa (TCG) 

Reactivo Cantidad 

Tris 11,4 g 

Ácido cítrico 6,6 g 

Glucosa 1,8 g 

Penicilina 240 mg 

Estreptomicina 300 mg 

Agua milli-Q 300 ml 

pH 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg  

 

Tabla 2. Medio HEPES para epifluorescencia 

Reactivo Cantidad 

Hepes Salt  476,62 mg  

NaCl 1151,27 mg  

KOH 16,5 mg  

Glucosa  198,77 mg  

Agua milli Q 100ml  

  

Tabla 3. Yoduro de propidio (PI) 

Reactivo  Cantidad 

Yoduro de propidio  1 mg  

PBS 1 ml  

  

Tabla 4. Aglutinina (PNA-FITC) 

Reactivo Cantidad 
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PNA-FITC aglutinina 0,2 mg 

BSA 5 mg  

PBS 1 ml 

  

Tabla 5. Buffer de estabilización 

Reactivo Cantidad 

Ácido Cítrico 3,07 g 

Na2HPO4 425,88 g 

 

Tabla 6. Tinción fluorescente simultánea para evaluación de la membrana plasmática y 
acrosomal  

Reactivo Cantidad 

Yoduro de Propidio (PI)  50 μl 

PNA-FITC 50 μl 

 

Tabla 7. Materiales para la recuperación espermática 

Físicos Químicos  

Bisturí TCG-YH 10% 

Caja Petri  

Tubo Eppendorf  

Aguja Fina  

Papel Secante  

 

Recolección testículos y muestras espermáticas 

Los testículos de los cobayos usados para esta investigación fueron obtenidos del criadero “El 

Vecino” localizada en el sector San Vicente de las Caleras, en la parroquia San Sebastián de la 

ciudad de Cuenca en la provincia del Azuay. Un total de 40 testículos (20 izquierdos y 20 

derechos) fueron colectados mediante orquiectomía bilateral de 20 cobayos adultos y 
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clínicamente sanos. El proceso quirúrgico se realizó siguiendo el procedimiento detallado por 

Galarza et al., (2023). Los testículos izquierdos y derechos de cada cobayo, fueron almacenados 

a temperatura ambiente (22oC) en bolsas plásticas con cierre hermético (Ziploc). Estas muestras 

biológicas fueron debidamente identificadas y transportadas al Laboratorio de Biotecnología de 

Reproducción Animal en un tiempo inferior a 1 hora post-cirugía. 

En el laboratorio, a temperatura ambiente (22oC), se realizó la recuperación de espermatozoides 

epididimarios mediante la técnica de flujo retrógrado (Galarza et al., 2023). Brevemente, los 

testículos derechos e izquierdos fueron lavados con suero fisiológico, limpiados y separados sus 

epidídimos de sus testículos. El flujo retrógrado consistió administrar 1 ml diluyente TCG-YH 

(yema de huevo al 10%) por el conducto deferente con ayuda de una jeringa de 1 ml con aguja 

fina de 0,5 x 16 mm recortada la punta (sin filo), una vez dilatada la cola del epidídimo se 

realizaron cortes longitudinales por donde fluyó una sustancia lechosa y blanquecina. Este líquido 

fue recibido en una caja de búsqueda estéril y luego recuperada en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. 

Cada muestra epididimaria proveniente de los testículos izquierdos y derechos fue evaluada en 

el sistema CASA donde inicialmente se analizó la cinética espermática. 

Los testículos derechos fueron usados para la congelación convencional (CC, n = 20 muestras) 

y los testículos izquierdos para la congelación ultrarrápida (CU, n = 20 muestras). Por 

consiguiente, la concentración espermática de cada muestra epididimaria izquierda o derecha 

fue evaluada por conteo celular usando una cámara de Neubauer. Para ello, se preparó 

previamente una dilución 1:200 (3 µl de muestra espermática en 600 µl de solución formulada) y 

de aquella dilución se tomó 10µl para el conteo en la cámara de Neubauer. 

Congelación convencional (CC) 

Las muestras espermáticas provenientes de los testículos derechos fueron usadas para congelar 

convencionalmente las muestras epididimarias mediante vapores de nitrógeno líquido estático. 

Cada muestra fue ajustada a una concentración de 100 x 106 esp/ml usando el mismo diluyente 

TCG-YH al 10% suplementado con 6% de glicerol (GLY) + 6% de dimetilformamida (DMF) + 2% 

de albúmina sérica bovina (BSA). Con esta mezcla, se aseguró que la concentración final de 

espermatozoides fuera de 50 x 106 esp/ml, 3% GLY, 3% DMF y 1% BSA. Las muestras fueron 

refrigeradas a 5°C durante 2 horas previo a la congelación. Treinta minutos antes de la 

congelación, las muestras fueron cargadas en pajuelas de 0,25 ml debidamente rotuladas y 

esterilizadas. 
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La congelación se realizó exponiendo las pajuelas a vapores de LN2 estático. Para esto, se usó 

una caja criogénica de poliestireno (60 cm de largo x 35 cm de ancho x 36 cm de alto) que en su 

interior contenía un sistema de doble rampa a una altura de 35 cm la primera rampa y 12 cm la 

segunda rampa. Previo a la congelación, se colocaron 1,7 litros de LN2 en la caja criogénica 

equivalente a 2 cm de altura y las pajuelas fueron colocadas en la primera rampa 1 minuto, y 

luego fueron bajadas a la segunda rampa durante 2 minutos más. Finalmente, las pajuelas fueron 

sumergidas en LN2 alcanzando una temperatura de –196 ºC. Se congelaron un total 80 pajuelas 

(4 pajuelas / muestra epididimaria). 

La descongelación se realizó sumergiendo las pajuelas en Baño María a 37°C durante 30 

segundos. El contenido espermático fue recolectado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y puesto a 

incubación durante 5 minutos previo a su análisis. 

Congelación ultrarrápida (CU) 

Las muestras espermáticas provenientes de los testículos izquierdos se usaron para congelar 

ultrarrápidamente sumergiendo directamente las muestras en LN2. Cada muestra espermática 

fue ajustada a una concentración inicial de 100 x 106 esp/ml usando el mismo diluyente TCG-YH 

al 10% suplementado con 200 mM de sacarosa + 2% de albúmina sérica bovina (BSA). Con esta 

mezcla, se aseguró que la concentración final de espermatozoides fuera de 50x106 esp/ml, 100 

mM sacarosa y 1% BSA. Las muestras fueron refrigeradas a 5°C durante 30 minutos previo a la 

congelación. 

Previo a la CU, se colocó LN2 en una caja de poliestireno (40 cm de largo, 29 cm de ancho, 13 

cm de alto). Con la ayuda de una pipeta de 1000 µL se dejó caer directamente sobre el nitrógeno 

líquido gotas de 20 µL de muestra espermática a una altura de 15 cm, y los pellets formados se 

almacenaron en criotubos de 2 ml dentro de un tanque criogénico a –196 °C. Un total de 40 

criotubos (2 criotubos / muestra epididimaria) fueron almacenados. 

La descongelación de los pellets se realizó en un dispositivo STC-3008 ajustado a una 

temperatura de 65°C. Los pellets se deslizaron sobre la platina térmica durante 3 segundos y el 

contenido derretido se recolectó en un vaso de precipitación de 10 ml, y consecuentemente, se 

transfirió a tubos Eppendorf de 1,5 ml. Inmediatamente, las muestras descongeladas fueron 

centrifugadas a 300 gravedades durante 5 minutos; el sobrenadante fue eliminado y el sedimento 
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fue resuspendido con en el diluyente de TCG-YH al 10% e incubado durante 5 minutos a 37oC 

para los análisis posteriores. 

Análisis de calidad espermática 

Cinemática espermática 

La cinemática de las muestras de espermatozoides, tanto frescas como descongeladas, fue 

evaluada por medio del sistema computarizado CASA-SCA®. Para ello, se tomaron 5 μl de cada 

muestra y se colocaron portaobjetos junto con su cubreobjetos, previamente atemperados a 

37ºC. El sistema CASA estaba acoplado a un microscopio de contraste de fases y registro los 

siguientes parámetros: 

• Motilidad total (MT, %): porcentaje de espermatozoides móviles.  

• Motilidad progresiva (MP, %): porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo. 

• Velocidad curvilínea (VCL, μm/s): Velocidad total del espermatozoide a lo largo de su 

trayectoria.  

• Velocidad promedio (VAP, μm/s): velocidad promedio del espermatozoide. 

• Velocidad rectilínea (VSL, μm/s): velocidad en línea recta del espermatozoide.  

• Linealidad (LIN, %): proporción entre VSL y VCL, indicado la rectitud del movimiento.  

• Rectitud (STR, %): Porcentaje de espermatozoides con movimiento recto. 

• Oscilación (WOB, %): Amplitud de oscilación del espermatozoide.  

• Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, μm): Medida de la oscilación 

lateral de la cabeza del espermatozoide.  

• Frecuencia de batida del flagelo (Hz): Numero de oscilaciones del flagelo por segundo. 

Estos parámetros se evaluaron en 3 campos de cada muestra, con 200 trayectos de 

espermatozoides en promedio por cada replica de los distintos tratamientos. Después, se realizó 

una limpieza manual de los campos capturados. 

Estado de las membranas espermáticas 

La evaluación del estado de las membranas espermáticas se realizó mediante microscopía de 

epifluorescencia usando la doble tinción simultánea de fluorocromos “IP (ioduro de propidio) + 

FITC/PNA (aglutinina)”. Para ello, se preparó la tinción mezclando 50 μl de IP con 50 μl de 

FITC/PNA aglutinina, en condiciones de oscuridad. Las muestras espermáticas fueron diluidas 
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con solución HEPES ajustado a una concentración de 20 x 106 esp/ml, y a esta mezcla se agregó 

5 μl de la doble tinción fluorescente IP + FITC/PNA bajo las condiciones de oscuridad. Se 

analizaron cuatro subpoblaciones espermáticas mediante el conteo celular (al menos 100 

espermatozoides) en un microscopio de epifluorescencia (excitación: 450-490 nm y emisión: 520 

nm), siguiendo el protocolo de Galarza et al., (2023). Las subpoblaciones evaluadas fueron las 

siguientes: 

• IPIA: Membrana plasmática intacta y acrosoma intacto. 

• IPDA: Membrana plasmática intacta y acrosoma dañado. 

• DPIA: Membrana plasmática dañada y acrosoma intacto. 

• DPDA: Membrana plasmática dañada y acrosoma dañado.  

Además, se calculó el porcentaje total de espermatozoides con membrana plasmática íntegra 

(total IP: IPIA + IPDA) y el porcentaje total de espermatozoides con acrosoma íntegro (total IA: 

IPIA + DPIA). 

Evaluación de morfometría de la cabeza de los espermatozoides 

Cada frotis fue realizado mezclando 5 μl muestra fresca o descongelada y 8 μl de SpermBlue en 

el extremo del portaobjetos, estas sustancias se homogeneizaron y se expandieron con otro 

portaobjetos. Los frotis fueron puestos en la placa térmica para secarse y ser fijados con 

cubreobjetos largos utilizando resina sintética. La técnica la describió previamente Galarza et al., 

(2021). 

Posteriormente, se realizó un análisis automático de morfometría de las cabezas de los 

espermatozoides utilizando el módulo ASMA (Automated Sperm Morphology Analysis) del 

sistema CASA (SCA). Tanto las muestras frescas como las criopreservadas con los dos 

procedimientos (CC y CU) se analizaron examinando 100 imágenes de cabeza teñidas a un 

aumento de 40X para obtener dimensiones morfométricas: Largo (L, μm), Ancho (W, μm), Área 

(A, μm2), perímetro (P, μm), Elipticidad (L/W, μm), Elongación ((L-W) / (LmasW), μm), Rugosidad 

(4πA/P2, μm) y Regularidad (πLW/4A, μm) de los espermatozoides. 

Evaluación de la integridad de ADN 

Para la evaluación de la integridad de ADN se usó la tinción fluorescente con naranja de acridina. 

Esta prueba evaluó la estabilidad de la cromatina siendo equivalente a la integridad del ADN, 
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según lo detallado por Martins et al., (2007). Se tomaron 10 μl de muestra y se preparó un frotis 

en un portaobjeto, que se dejó secar en la placa térmica, después se fijó durante 1 hora en la 

solución fijadora de Carnoy (PBS y ácido acético glacial en proporción 3:1). Posteriormente se 

sacó de la solución y se dejó secar al aire para ser sumergidos en una solución tampón (80 nmol/l 

de ácido cítrico y 15 nmol/l de Na2HPO4, pH 2,5) y llevados a la incubadora a 75 ºC durante 5 

minutos para probar la estabilidad de la cromatina. A continuación, cada placa se sacó de la 

solución tampón y se tiñó con fluorocromo naranja de acridina (0,2 mg/ml) durante 1 minuto y se 

lavó con agua bidestilada 1 o 2 veces por 2 segundos. En la humedad se colocó un cubreobjeto 

largo y se evaluó con un microscopio de epifluorescencia (excitación: 490/530 nm). Se analizaron 

100 células espermáticas en cada portaobjetos de tratamiento. Para obtener los resultados los 

espermatozoides con contenido normal de ADN presentaron fluorescencia verde, y los que 

tengan ADN anormal emitieron fluorescencia en un espectro entre amarillo verdoso al rojo 

naranja. El porcentaje total de cromatina intacta se calculó dividiendo el número de 

espermatozoides teñidos de verde entre el número total de espermatozoides, multiplicado por 

100. 

Análisis Estadístico 

Los datos obtenidos en esta investigación fueron analizados en el software STATISTICA versión 

12.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA). Los resultados están presentados como promedio ± error 

estándar de la media (EEM). Previo a los análisis estadísticos se comprobó la distribución normal 

de los datos en cada variable paramétrica (de salida) usando la prueba de Shapiro Wilk; aquellas 

variables que no cumplieron la distribución normal fueron transformados a Arcoseno o Log-10 

(porcentuales y numéricos, respectivamente). Para comprobar el análisis de las varianzas se usó 

la prueba de Levene. Un ANOVA factorial fue usado para evaluar la interacción entre el ‘método 

de criopreservación (CC y CU) × tipo de muestra espermática (pre-congelación y post-

descongelación) en los parámetros cinemáticos y morfometría de la cabeza. Cuando se 

comprobó diferencias significativas entre tratamientos, se usó la prueba posHoc de Bonferroni 

sobre la cinemática, integridad de membranas y dimensiones de cabeza. Para analizar las 

diferencias significativas entre métodos de criopreservación en muestras post-descongeladas 

para integridad de membranas y de ADN se usó un ANOVA de una vía. El nivel de significancia 

usado en este estudio fue P < 0,05.  
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Resultados 

Cinemática espermática 

Los resultados de la cinemática de los espermatozoides de cobayo antes (pre-congelación) y 

después de la descongelación (post-descongelación) se muestran en las Figuras 8 – 12. Una 

interacción significativa entre el método de criopreservación × tipo de muestra espermática fue 

observada en la motilidad total (MT) y la VSL con trayectoria progresivamente rápida.  

En general, todos los parámetros cinemáticos fueron afectados por la criopreservación, 

independientemente del método usado, debido a la reducción drástica (P < 0,01) de sus valores 

post-descongelación en comparación con sus valores pre-congelación.  

En el análisis de las muestras espermáticas previo a la congelación, la muestra de congelación 

CU mostraron una MT significativamente mayor (P < 0,05) que la muestra de congelación 

convencional. Posterior a la descongelación, las muestras congeladas ultrarrápidamente 

produjeron porcentajes más altos (P < 0,05) de MT y MP que aquellas muestras congeladas 

convencionalmente (Figura 8). 

 

Figura 8. Motilidad total y progresiva de espermatozoides de cobayos, ya sea frescos, o 

criopreservados por congelación convencional lenta y ultrarrápida. A x B Interacción significativa 

entre ‘método de criopreservación × tipo de muestra espermática’ (P < 0.001). Letras diferentes 
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en barra expresan diferencias significativas entre tratamientos a – b – c – d, P < 0,05; a – c – d, P < 0,01; 

a – d, P <0,001. 

Al analizar las velocidades espermáticas, los valores de VCL, VAP y VSL de las muestras 

espermáticas post-descongelación fueron significativamente menores que los valores de las 

muestras pre-congelación (P < 0,05). No se evidenciaron diferencias significativas (P > 0,05) 

entre los métodos de criopreservación en ningún parámetro de velocidad, tanto en las muestras 

pre-congelación como en las post-descongelaciones (Figura 9). 

 

Figura 9. Velocidad curvilínea (VCL), promedio (VAP) y rectilínea (VSL) de espermatozoides de 

cobayos, ya sea frescos, o criopreservados por congelación convencional lenta y ultrarrápida. 

Letras diferentes en barra expresan diferencias significativas entre tratamientos a – b, P < 0,05. 

Eficientemente, aquellas muestras criopreservadas mediante congelación ultrarrápida 

produjeron valores más altos (P < 0,05) de VCL y VSL progresiva rápida que aquellas muestras 

criopreservadas mediante congelación convencional (Figura 10). 
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Figura 10. Velocidades curvilínea y rectilínea con trayectoria progresivamente rápida, de 

espermatozoides de cobayos, ya sea frescos, o criopreservados por congelación convencional 

lenta y ultrarrápida. A x B Interacción significativa entre ‘método de criopreservación × tipo de 

muestra espermática’ (P < 0.001). a – b – c Letras diferentes en barra expresan diferencias 

significativas entre tratamientos a – b, P < 0,05; a – c, P < 0,01. 

No se evidenciaron diferencias estadísticas (P< 0,05) entre métodos de criopreservación ni entre 

muestras pre-congelación y post-descongelación. En la congelación ultrarrápida, el porcentaje 

de LIN pre-congelación se redujo significativamente (P < 0,05) después de la descongelación. 

Asimismo, tanto en la congelación convencional como en la ultrarrápida, los porcentajes de WOB 

se redujeron significativamente después de la descongelación (P < 0,05; Figura 11). 
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Figura 11. Parámetros de relación de progresión como la rectitud (STR), linealidad (LIN) y 

oscilación (WOB) de espermatozoides de cobayos, ya sea frescos, o criopreservados por 

congelación convencional lenta y ultrarrápida. a – c Letras diferentes en barra expresan diferencias 

significativas entre tratamientos a – b – c , P < 0,05, a – c , P < 0,05 

En la congelación convencional, el valor de ALH se redujo significativamente (P < 0,05) después 

de la descongelación. Eficientemente, las muestras criopreservadas mediante congelación 

ultrarrápida produjo valores de ALH más altos (P < 0,05) que aquellas muestras congeladas 

convencionalmente. Por otro lado, los valores de BCF disminuyeron significativamente (P < 0,05) 

después de ambos métodos de criopreservación. No se evidenció diferencias significativamente 

(P > 0,05) entre los métodos de congelación en muestras pre-congelación y post-descongelación 

(Figura 12). 
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Figura 12. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de 

flagelo (BCF) de espermatozoides de cobayos, ya sea frescos, o criopreservados por 

congelación convencional lenta y ultrarrápida. a – c Letras diferentes en barra expresan diferencias 

significativas entre tratamientos a – b – c, P < 0,05, a – c, P < 0,05. 

Integridad de membranas 

El estado de las membranas plasmática y acrosomal en espermatozoides de cobayo congelados 

y descongelados en sus diversas categorías se muestran en la Figura 13. El análisis de las 

muestras criopreservadas evidenció que aquellos espermatozoides de cobayo congelados 

ultrarrápidamente presentaron mayores porcentajes (P < 0,05) de espermatozoides vivos con 

acrosoma intacto que aquellos espermatozoides congelados convencionalmente. En este mismo 

sentido, la congelación ultrarrápida presentó un menor porcentaje (P < 0,05) de espermatozoides 

muertos con acrosoma dañado que la congelación convencional (Tabla 7). 
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Figura 13. Evaluación de la integridad de membranas de los espermatozoides de cobayo 

utilizando la prueba de doble tinción con fluorescencia IP + FITC/PNA. Fuente: Los Autores  

 

Tabla 7. Estado de las membranas plasmática y acrosomal de espermatozoides de cobayo 

criopreservados mediante congelación convencional lenta y ultrarrápida. 

Categorías de espermatozoides según la 

fluorescencia 

Método de criopreservación 

CC 

(n=120) 

CU 

(n=120) 

Espermatozoides vivos/acrosoma intacto (IPIA, %) 8,2 ± 0,16 b 19,2 ± 0,28 a 

Espermatozoides vivos/acrosoma dañado (IPDA, %) 0,15 ± 0,03 0,21 ± 0,04 

Espermatozoides muertos/acrosoma intacto (DPIA, %) 20,4 ± 0,58 20,4 ± 0,40 

Espermatozoides muertos/acrosoma dañado (DPDA, 

%) 
71,2 ± 0,64 b 60,2 ± 0,51 a 

Total de espermatozoides vivos (%) 8,4 ± 0,17 b 19,4 ± 0,28 a 

Total de espermatozoides con acrosoma intacto (%) 28,7 ± 0,63 b 39,6 ± 0,51 a 

Diferentes superíndices en cada fila expresan diferencias significativas entre métodos de 

congelación a – b, P < 0,0001. 

Integridad del ADN 

La integridad y daño de ADN en espermatozoides de cobayo congelados y descongelados se 

muestran en la Figura 14. El análisis de integridad de ADN, equivalente a la integridad de la 
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cromatina en muestras criopreservadas evidenció que aquellos espermatozoides de cobayo 

congelados ultrarrápidamente presentaron un mayor porcentaje (P < 0,05) de espermatozoides 

con la cromatina íntegra, que aquellos espermatozoides congelados convencionalmente. 

 

Figura 14. Análisis de la integridad de la cromatina en los espermatozoides del cobayo utilizando 

el fluorocromo naranja de acridina. El colorante emite luz verde cuando tiñe el ADN intacto y luz 

naranja cuando se une al ARN o comportamientos ácidos. 
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Figura 15. Integridad de ADN (equivalente a la integridad de la cromatina) de espermatozoides 

de cobayo criopreservados mediante congelación convencional lenta y ultrarrápida. Letras 

diferentes en barra expresan diferencias significativas entre tratamientos (a – b, P < 0,0001). 

Morfometría de la cabeza de espermatozoides de cobayo.  

La tinción y trayectos medidos por el sistema CASA-ASMA de la cabeza de los espermatozoides 

de cobayo, frescos y criopreservados, se muestran en la Figura 15. La comparación de la 

morfometría (Longitud vs. Área) de la cabeza del espermatozoide epididimario de cobayo antes 

y después de la congelación convencional y ultrarrápida, se muestran en la Figura 16. El análisis 

de las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides epididimarios se muestra 

en la Tabla 12.  

Los resultados mostraron que las dimensiones y forma de la cabeza no se vieron alterados por 

ningún método de criopreservación en comparación con los valores previos a la congelación. Es 

decir, que la longitud, anchura, área y perímetro no se redujeron o aumentaron (P > 0,05) 

después de la congelación convencional o ultrarrápida (Tabla 12). 

 

Figura 15. Análisis de espermatozoide de cobayo teñido con SpermBlue utilizando el módulo 

ASMA (Análisis automatizado de morfometría de espermatozoides) del sistema automatizado 

CASA-SCA®. En la imagen A, se muestra un espermatozoide teñido con su longitud y anchura; 

En la imagen B, se miden el área y perímetro de la cabeza (azul); y Finalmente, en la imagen C, 

se destaca el marcaje del acrosoma (amarillo). Fuente: Los Autores, (2024). 
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Figura 16. Comparación de la morfometría de la cabeza del espermatozoide epididimario de 

cobayo antes y después de la congelación convencional y ultrarrápida. Los datos corresponden 

a la relación entre el área de la cabeza del esperma (µm2) y la longitud (µm), medida en 300 

espermatozoides de cada tratamiento. Fuente: Los Autores, (2024). 

 

Tabla 12. Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides de cobayos, tanto 

frescos, como criopreservados mediante congelación convencional lenta y ultrarrápida. 

Dimensiones de la 

cabeza 

Muestras pre-congelamiento   Muestras post-descongelamiento 

Tratamientos   Tratamientos 

CC CU   CC CU 

Longitud (µm) 8,45 ± 0,43 8,40 ± 0,38   8,47 ± 0,28 8,41 ± 0,21 

Anchura (µm) 7,06 ± 0,40 7,10 ± 0,39   7,01 ± 0,12 7,01 ± 0,13 

Área (µm2) 50,16 ± 1,47 50,20 ± 1,31   49,96 ± 1,69 49,87 ± 1,41 

Perímetro (µm) 22,23 ± 1,02 22,20 ± 0,95   22,06 ± 0,50 21,93 ± 0,39 

Elipticidad 1,2 ± 0,10 1,20 ± 0,08   1,21 ± 0,04 1,20 ± 0,03 

Elongación 0,09 ± 0,04 0,10 ± 0,03   0,10 ± 0,02 0,09 ± 0,01 

Rugosidad 1,28 ± 0,12 1,30 ± 0,09   1,29 ± 0,02 1,31 ± 0,02 

Regularidad 0,94 ± 0,06 0,90 ± 0,05   0,93 ± 0,01 0,93 ± 0,01 

Letras diferentes en barra expresan diferencias significativas entre tratamientos a – b – c – d, P < 

0,05; a – c – d, P < 0,01; a – d, P <0,001. 
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Discusión 

Los hallazgos de este estudio demostraron que la congelación ultrarrápida de espermatozoides 

epididimarios de cobayo al utilizar diluyente el TCG-YH al 10%, suplementado con los agentes 

crioprotectores como la BSA y sacarosa, sumergidos directamente en LN2 en gotas de 20 μl, 

produjeron mayor crioresistencia basada en una mayor cinemática e integridad de membranas y 

ADN, en comparación con la congelación convencional que empleó vapores de LN2 estático. 

Aunque, los valores de motilidad e integridad de membranas se redujeron drásticamente después 

de la congelación con ambos métodos (pre-congelación 70 al 80% vs. post-descongelación 8 al 

19%), la congelación ultrarrápida resultó más efectiva para criopreservar los espermatozoides de 

esta especie. Estudios recientes realizados en cobayos también demostraron una reducción 

significativa de la motilidad posterior a la criopreservación documentado por Galarza et al., (2023) 

con valores del 11,2 ± 1,41%, y Calderón & Pintado (2023) demostrando el 4,4 ± 0.8%. 

Un estudio realizado por O'Brien et al., (2019), observó una disminución en la crioresistencia 

espermática con el uso del protocolo de CU en el delfín, bisonte europeo, y oso koala. Este último 

tiene similitud en la forma del espermatozoide del cobayo y también mostró una reducción en la 

calidad espermática, similar a lo encontrado en el presente estudio. 

En trabajos previos realizados por Machuca, (2021) y Calderón & Pintado, (2023) se evidenció 

que la criosupervivencia de espermatozoides de cobayo fue muy baja (inferior al 20%). Entonces 

se plantea como hipótesis principal, que las grandes dimensiones de la cabeza del 

espermatozoide de cobayo (Longitud: 8,45 ± 0,43 µm; y Área: 50,16 ± 1,47 µm2) puede ser un 

factor crucial para criosupervivencia, pues esto ha sido demostrado en otras especies de 

mamíferos silvestres como el koala (Longitud: 7,3 ± 1,3; y Área: 23,92 ± 0,647 µm2) y la gacela 

dama (Longitud: 9,458 ± 0,041 μm; y Área: 43,746 ± 0,291 µm2; Gravance et al., 1998; O’Brien et 

al., 2019).  

Yániz et al., (2015) han propuesto que las variaciones entre la forma de la cabeza de los 

espermatozoides y el área pueden ser responsables de las variaciones en la velocidad del flujo 

y reflujo de agua y el crioprotector a través de la membrana plasmática durante la congelación y 

descongelación. 

En consecuencia, se sugiere que la variación en el daño causado por un método de congelación 

en específico podría estar relacionada con las dimensiones de la cabeza del espermatozoide. 
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Los resultados de nuestro estudio indican que la congelación convencional provocó mayor daño 

a la membrana plasmática, posiblemente debido a una deshidratación inadecuada y una rápida 

nucleación de hielo durante el rango crítico de temperatura de congelación (-5 y -25ºC). 

Anteriormente, Galarza et al., (2023) evidenció que la nucleación de hielo en la congelación 

convencional de espermatozoides de cobayo ocurrió a -11,2 ºC después de 11 segundos de 

exposición a los vapores de LN2 con el uso de dos diluyentes TCG al 20% YH y TCF (Tris, ácido 

cítrico y D-fructuosa). Además, la alta osmolaridad del medio de congelación convencional (1268 

mOsm/kg) podrían generar un estrés osmótico (daño mecánico) en la membrana plasmática, lo 

que posiblemente contribuyó a una ineficiente deshidratación celular.  

Otro factor relevante a considerar es la concentración de colesterol y fosfolípidos en las 

membranas espermáticas, que protegen al espermatozoide contra el choque de frío. En especies 

silvestres, como la gacela dama, se ha observado que las membranas espermáticas tienen una 

mayor proporción de colesterol y fosfolípidos lo que podría conferirles una mayor crioresistencia 

al frío (White. 1993; Meyers, 2005). Sin embargo, Aksoy et al., (2010), comprobaron que la 

adición de colesterol al medio de congelación proporciona cierta crioprotección a las membranas 

espermáticas con efectos tales como el mejoramiento de la funcionalidad y la respuesta a medios 

osmóticos, así como la reducción de la reacción acrosomal. Por lo tanto, conocer el contenido de 

colesterol en las membranas plasmáticas de espermatozoides de cobayo podrían proporcionar 

información valiosa para realizar una criopreservación exitosa.  

Se postula que la velocidad de enfriamiento óptima es fundamental para minimizar el daño 

criogénico y lograr mayor viabilidad de los espermatozoides al descongelarse (Purdy, 2006). Esto 

genera una mejor deshidratación y rehidratación de los espermatozoides de cobayo durante la 

congelación y descongelación, respectivamente. Sin embargo, en este trabajo investigativo esto 

no se pudo evidenciar. Se ha detallado previamente que las altas velocidades de enfriamiento 

pueden provocar daños letales en las células como el choque de frio, la formación hielo 

intracelular, daño mecánico y especies reactivas de oxígeno lo que reduce la supervivencia de 

espermatozoides (Galarza et al., 2023). A pesar de ello, investigaciones en mamíferos silvestres, 

utilizando técnicas de congelación ultrarrápida han demostrado variabilidad en los resultados 

según la especie. Por ejemplo, se han obtenido resultados notables al emplear TCG + YH 20% y 

100 mM de sacarosa en espermatozoides de gacela dama (Nanger dama), oso pardo (Ursus 

arctos), y jirafa (Giraffa camelopardalis). De igual manera para el gamo (Dama dama), el muflón 

(Ovis aries musimon), la gamuza (Rupicapra rupicapra), el sitatunga (Tragelaphus speki), y la 
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gacela dorcas (Gazella dorcas), en estas especies se obtuvieron resultados de aproximadamente 

el 40% en motilidad y viabilidad de espermatozoides de muestras epididimarias. Del mismo 

modo, las dimensiones morfométricas en estas especies silvestres tuvieron variación después 

de la congelación convencional y ultrarrápida (O'Brien et al., 2019). 

En el caso de la congelación ultrarrápida fueron evidenciadas altas velocidades espermáticas de 

VCL, VSL, VAP, ALH y BCF, valores que se encuentran fuertemente correlacionados con la 

capacidad fecundante y en las técnicas de reproducción asistida; para que funcione la TRA los 

resultados o valores de motilidad espermática se deben encontrar dentro de las siguientes 

categorías: muy buena 80 a 100%, buena 60 a 79%, regular 40 a 59% y pobre < 40%; sus valores 

pueden variar según las condiciones de los medios utilizados y el método de criopreservación 

(Ferrian, 2011; Tapia & Tello, 2016). De esta manera, en el presente estudio no se afectaron los 

valores obtenidos en VCL, VSL y ALH durante y después del descongelamiento. Los resultados 

indican que entre los métodos de criopreservación la CU mejoró los parámetros cinéticos, 

progresividad e integridad de membranas. En contraposición con los resultados obtenidos 

mediante CC, los cuales fueron similares a investigaciones realizadas por Galarza et al., (2023), 

y Eder et al., (2013).  

Es importante señalar, que no se han realizado estudios utilizando el método de congelación 

ultrarrápida en cobayos y existen pocas investigaciones utilizando la congelación convencional. 

Los resultados del presente estudio revelaron una mejoría en la criosupervivencia de 

espermatozoides de cobayos obtenidos de muestras epididimarias por flujo retrógrado, 

refrigeradas a 5°C durante 30 minutos y con la adición de 100 mM sacarosa y 1% BSA utilizando 

el protocolo de CU. Esta mejora está respaldada por la investigación realizada por Consuegra et 

al., (2019), quienes argumentaron que la adición de BSA al 1% lograba equilibrar la 

permeabilidad de la membrana plasmática y mitocondrial, proporcionando una crioprotección 

adicional contra el choque de frio y ayudando a la eliminación de ROS debido al estrés oxidativo. 

Según Martínez et al., (2022), esta estrategia contrarresta los efectos causados por la CU y 

conduce a mejores resultados. Cabe mencionar que es sustancial tomar en cuenta el tiempo de 

estabilización de la muestra en refrigeración para una adecuada protección de la membrana 

plasmática y acrosomal, así como la motilidad como lo menciona Colombo et al., (2022). 

Con respecto al uso del diluyente y los agentes crioprotectores penetrantes y no penetrantes. La 

investigación realizada por Galarza et al., (2021), en espermatozoides epididimarios de perros, 
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en la que se empleó TCG-YH al 20 % y se adicionó 250 mM de sacarosa, demostró que el uso 

de la sacarosa afectó negativamente la motilidad posiblemente debido a cambios en la 

composición de los lípidos de la membrana que causó daño en la misma. Esto a su vez, condujo 

a una reacción acrosómica. No obstante, se obtuvo una mejor respuesta morfológica. Estos 

hallazgos sugieren que los resultados de la criopreservación de espermatozoides mediante CU 

dependen de la especie y del protocolo a utilizar, y, a su vez, de la concentración adecuada del 

agente crioprotector, como se demostró en las investigaciones realizadas por O'Brien et al., 

(2019). En contraste, un estudio realizado en gatos domésticos (Felis catus) por Colombo et al., 

(2022) utilizando dos sistemas de congelación ultrarrápida en pellets (Tris buffer, 20% de YH y 

0,25 M de sacarosa) y pajuelas (1% BSA y 0,4 M de sacarosa) obtuvieron mejores resultados en 

muestras espermáticas utilizando la CU en pellets, ya que mantuvo mejor la integridad 

morfofuncional de los espermatozoides, su membrana y acrosoma intactos y además su 

capacidad fecundante. De manera similar a lo antes mencionado, la CU en la evaluación de 

integridad de membrana plasmática y ADN presentó mayores porcentajes de espermatozoides 

vivos, acrosoma intacto y cromatina intacta. En virtud de ello, se sugiere que la CU como 

protocolo de criopreservación idóneo para los espermatozoides de cobayo.  

Como se presenta en este estudio la mayor significancia en la motilidad, integridad de membrana 

y el ADN se da en la CU, la cual mejoró la tasa de supervivencia de espermatozoides con una 

integridad plasmática y acrosomal en un 19,2% después del calentamiento en relación a un 8,2% 

en CC. Este método al tener agentes crioprotectores no penetrantes, como la sacarosa (100 

mM), aumenta la viscosidad de los fluidos intra y extra celulares, evitando todo tipo de difusión 

molecular. Los ACNP en conjunto con el paso rápido sobre ciertos rangos de temperatura (> 

2000°C/min) forman cristales extracelulares, pero de menor tamaño en comparación con la CC 

causando menor daño en la membrana plasmática de los espermatozoides (Galarza et al., 2023). 

La sacarosa también ejerce una acción crioprotectora sobre las membranas, equilibrando las 

proteínas durante la deshidratación y rehidratación celular al realizar la criopreservación (Leslie 

et al., 1995). Estudios previos realizados por Shi et al., (2018) manifestaron que el uso de 

sacarosa al 10% (0.3 M), mejoraba los parámetros de motilidad e integridad de membrana 

después de la descongelación en espermatozoides de ratones, con una motilidad espermática 

del 21,0% y una integridad del ADN del 8,1%. 

De ello resulta necesario admitir que la CU es un protocolo aplicable para mejorar los tiempos de 

congelación, por las inmersiones en nitrógeno líquido, sumado a esto, la CU tiene como ventajas 
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que, es un método sencillo, que implica el uso de volúmenes de muestra relativamente reducidos 

y no requiere de equipos costosos de criopreservación.   
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Conclusiones 

Esta investigación concluye que la congelación ultrarrápida usando un diluyente a base de TCG 

y yema de huevo al 10% suplementado con 100 mM sacarosa y 1% BSA mejoró la motilidad, 

cinética, integridad de membranas y ADN de los espermatozoides de cobayo en comparación 

con la congelación convencional. A pesar que los resultados no fueron los esperados, constituye 

un hallazgo importante, que da una pauta de inicio o punto de partida para trabajar en mejorar 

este protocolo y sus medios de congelación. 

Se debería probar la curva de congelación para identificar si causa un menor o mayor daño en 

la membrana de los espermatozoides y evaluar otros medios de congelación que podrían mejorar 

los parámetros cinéticos, morfológicos y causar menor daño en el ADN, y, por lo tanto, aumentar 

la capacidad fecundante de los espermatozoides de cobayo, lo que tendría aplicaciones en la 

reproducción asistida y en la conservación de esta especie.   
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Anexos 

Anexo A. Recuperación de 

espermatozoides epididimarios. 

 

Anexo B. Muestras atemperándose en el 

baño maría (37º). 

 

Anexo C. Evaluación de la concentración de 

las muestras espermáticas. 

 

Anexo D. Análisis de Muestras 

espermáticas en el sistema CASA. 
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Anexo E. Pajuelas expuestas a los vapores 

de nitrógeno líquido 

Anexo G. Preparación del dispositivo de 

calentamiento (STC-3008).

Anexo F. Gotas de muestra pura directo 

sobre nitrógeno líquido. 

 

Anexo H. Calentamiento de Pellets en el 

dispositivo (STC-3008). 

 

  

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

Anexo I. Obtención de las muestras 

calentadas. 

  

Anexo J. Evaluación de las muestras 

descongeladas y calentadas. 

 

 

 

 

 

Anexo K. Evaluación de membranas 

acrosomal y plasmática por medio de 

fluorescencia. 

 

Anexo L. Aplicación del SpermBlue a la 

muestra pura 
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Anexo M. Placa antes de ser homogenizada 

para evaluar la morfología de los 

espermatozoides. 

  

Anexo N. Homogenizar el SpermBlue + 

muestra pura 

 

 

 

 

 

 

Anexo O. Frotis para el análisis morfológico 

de los espermatozoides  

 

Anexo P. Placa con tinción de SpermBlue  
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Anexo Q. Fijación de las placas con resina 

+ cubreobjetos largos. 

 

Anexo R. Análisis de la morfometría de los 

espermatozoides del cobayo.  

 

 

 

 

 

 

 

Anexo S. Placas fijadas con la solución 

fijadora (Solución de carnoy + ácido 

acético). 

  

Anexo T. Placas sumergidas en solución 

tampón. 
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Anexo U. Teñido de las placas con 

fluorocromo naranja de acridina 

 

Anexo V. Secado al aire para la evaluación 

de la integridad de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo W. Llevados a la incubadora para la 

evaluación de la integridad de ADN.   

 

Anexo X. Lavado con agua destilada.  
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Anexo Y. Evaluación de la integridad de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


