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RESUMEN

La congelación del semen permite conservar y almacenar material genético por largos periodos 
de tiempo. La inseminación artificial con semen congelado, es una herramienta importante en 
la utilización de sementales de genética superior; uno de los problemas del semen equino son 
los eyaculados con baja motilidad y alto porcentaje de espermatozoides con anormalidades; 
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de igual manera, se observan diferencias en la calidad del eyaculado entre individuos, razón 
por la cual, solo un bajo porcentaje de sementales responden bien a la congelación. Las 
principales causas de la pobre respuesta a la congelación son: el crioprotector empleado, 
la permeabilidad de la membrana espermática, la carga microbiológica en el eyaculado, 
factores genéticos y otros factores que no son claros y se continúan investigando. Durante 
el proceso de congelación, el espermatozoide se ve expuesto a variaciones en temperatura y 
osmolaridad, lo cual trae como consecuencia la formación de cristales de hielo, provocando 
alteraciones en la motilidad y viabilidad. Las dos principales causas de disminución en la 
calidad seminal, en procesos de congelación, son el daño en la estructura de membrana y 
el estrés osmótico, lo cual ocasiona incremento en la permeabilidad de la membrana y con 
ello entrada de agua, iones y crioprotectores. Los porcentajes de preñez varían entre 30 y 70 
%, los resultados dependen principalmente de la respuesta del eyaculado a la congelación. 
Esta revisión tiene como objetivo reconocer los diferentes factores fisiológicos, técnicas de 
congelación y tendencias de investigación, con el propósito de mejorar los resultados en el 
proceso de conservación seminal.

Palabras clave: Caballo, criopreservación, crioprotector, descongelación de semen.

ABSTRACT

Sperm freezing allows preserving and storing genetic material for long periods of time. Artificial 
insemination with frozen sperm is an important tool in the use of genetic quality stallions; 
one of the problems of equine sperm are the ejaculated with low motility and high percentage 
of spermatozoids with abnormalities; similarly, differences in quality of the ejaculated 
between individuals observed, which is why only a low percentage of stallions respond well 
to freezing. The main causes of the poor response to freezing are: the cryoprotectant used, the 
permeability of the spermatic membrane, the microbiological load in the ejaculate, genetic 
factors and other factors that are unclear and are still under research. During the freezing 
process, the sperm is exposed to variations in temperature and osmolarity, which results in 
the formation of ice crystals, causing changes in motility and viability. The two main causes 
of decrease in sperm quality in freezing processes are damage to the membrane structure and 
osmotic stress, resulting in increased membrane permeability and thus water inlet, ions and 
cryoprotectant. Pregnancy rates vary between 30 and 70%, the results depend mainly on the 
response of the ejaculated to freeze. This review aims to recognize the different physiological 
factors, freezing techniques and research trends, in order to improve results in the process of 
seminal conservation.

Key words: Horse, cryopreservation, cryoprotectant, thawing sperm.
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RESUMO

Congelamento do sémen permite preservar e armazenar o material genético por longos períodos 
de tempo. A inseminação artificial com sêmen congelado é uma ferramenta importante no uso 
de garanhões de maior genética; um dos problemas de esperma equino é os ejaculados com 
baixa motilidade e alta porcentagem de espermatozoides com anormalidades; Da mesma forma, 
Observam-se diferenças na qualidade do ejaculado entre indivíduos, é por isso que apenas 
umas pequenas porcentagens de garanhões respondem bem ao congelamento. As principais 
causas da fraca resposta ao congelamento são: o crioprotetor utilizado, a permeabilidade 
da membrana espermática, a carga microbiana no ejaculado, fatores genéticos e outros 
fatores que não são claras e ainda estão investigando. Durante o processo de congelação, o 
esperma é exposto a variações na temperatura e na osmolaridade, o que resulta na formação 
de cristais de gelo, causando alterações na motilidade e viabilidade. As duas principais causas 
de redução da qualidade do esperma em processos de congelação são dano na estrutura da 
membrana e o stress osmótico, resultando num aumento da permeabilidade da membrana e, 
portanto, entrada de água, iões e agentes crioprotectores. As taxas de gravidez variam entre 30 
e 70%, os resultados dependem, principalmente, da resposta do ejaculado a congelação. Esta 
avaliação destina-se a reconhecer os diferentes fatores fisiológicos, técnicas de congelação e 
tendências de pesquisa, a fim de melhorar os resultados no processo de conservação seminal.

Palavras-chave: Cavalo, criopreservação, crioprotetor, descongelação de sêmen.

INTRODUCCIÓN

La congelación del semen equino permite 
conservar material genético de animales 
de alto valor, e incrementar el número de 
hembras servidas por eyaculado (Davies & 
Mina, 2003), además de prevenir el riesgo 
de transmisión de enfermedades venéreas 
(Loomis & Graham, 2008), minimizando la 
posibilidad de llegada de bacterias al útero 
potencialmente presentes durante la monta 
y causantes de endometritis, dado que el 
diluyente contiene antibiótico (Clement, 
1993).

El éxito en la congelación del semen equino, 
es menor que en otras especies domésticas 

(Blottner et al., 2001); sin embargo, 
persiste el interés de las asociaciones de 
criadores, dada la facilidad de disponer del 
semen en cualquier momento (Albrizido 
et al., 2015). La subfertilidad es un 
problema de importancia en el caballo 
(Kenney et al., 1995), y un reto cuando 
se pretende conservar y potencializar su 
uso en animales que revisten alto valor 
genético dentro de su raza, una de las 
causas de esta infertilidad es la presencia 
de espermatozoides con baja motilidad y 
alto porcentaje de anormalidades (Pickett 
et al., 1989).
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Existen diferencias individuales, solo 
pocos equinos responden favorablemente 
al proceso de congelación (Barbas & 
Mascarenhas, 2009). El 20 % de los 
sementales responden bien a la congelación 
(Tischner, 1979), el 60 % lo hacen de una 
manera aceptable y un 20 % son deficientes 
(Sieme et al., 2008; Kuisma et al., 2006) y 
los porcentajes de preñez varían entre 19 
y 84 % (Barrier et al., 2016). Las posibles 
causas contribuyentes a estas diferencias 
en el éxito de congelación, incluyen: el 
tipo de crioprotector utilizado (Alvarenga 
et al., 2005); la carga microbiológica en el 
eyaculado (Guimarães et al., 2015; Aurich 
& Spergser, 2007); factores genéticos 
(Allen, 2005), como por ejemplo, en Brasil 
se evidenció que el semen de caballos 
Mangalarga Manchador es más susceptible 
a daños en la congelación en comparación 
con caballos de salto (Alvarenga et al., 
2000); y otros factores que no están claros 
(Sieme et al., 2008).

Adicionalmente, existe una gran variabilidad 
entre los laboratorios que procesan el semen 
y lo someten a procesos de congelación 
(Samper & Morris, 1998), que repercute 
en mayores diferencias en el éxito en las 
tasas de preñez cuando se utiliza el semen 
congelado-descongelado para inseminar las 
yeguas. Los protocolos para el uso comercial 
de semen equino congelado-descongelado 
en la inseminación artificial (IA) en yeguas, 
recomiendan depositar de 250 × 106 a 500 X 
106 espermatozoides móviles (Householder 
et al., 1981) congelados en pajillas de 
0.25 a 0.5 mL en concentraciones que van 
de 100 × 106 a 500 × 106 mL (Heitland et 
al., 1996; Wockener & Schuberth, 1993; 
Cochran et al., 1983), más recientemente se 
emplea una dosis total 800 × 106

 en pajillas 
de 0,5 mL a una concentración de 200 × 106 

de espermatozoides por mL (Ribeiro et al., 
2015).

Sin embargo, con el uso de nuevas tecnologías 
como el semen sexado, estos protocolos de 
congelación requieren refinamiento para 
hacer frente a la reducción del número de 
espermatozoides disponibles en cada dosis 
de inseminación y los efectos perjudiciales 
durante el procesamiento prolongado 
(Johnson & Welch, 1999). Los protocolos 
para la congelación de espermatozoides 
equinos sexados utilizan pajillas de 0.25 mL 
con concentraciones de espermatozoides 
que van desde 20 × 106 hasta 90 × 106 mL 
(Lindsey et al., 2003; Lindsey et al., 2002).
Esta revisión tiene como objetivo reconocer 
los diferentes factores fisiológicos, técnicas 
de congelación y tendencias de investigación, 
con el propósito de mejorar los resultados en 
el proceso de conservación seminal.

Evaluación de semen fresco

Una vez colectado el eyaculado, se procede 
a su filtración para la separación del gel y 
posterior evaluación de las características 
macro y microscópicas del semen (motilidad, 
morfología, concentración, bacteriología), 
en donde todos los equipos y materiales 
de laboratorio que entren en contacto con 
el semen deben estar a 37 ºC (de Geoffroy, 
2015). Se recomienda, antes de iniciar el 
proceso de congelación, que el semen en 
fresco, mínimo, presente una morfología de 
espermatozoides normales por encima del 40 
%, una motilidad progresiva mayor al 60 % 
y una concentración superior a 100 millones 
de espermatozoides por mL (Restrepo et al., 
2014; Fayrer-Hosken et al., 2008), aunque 
si es necesario también se han desarrollado 
algunos protocolos especiales para procesar 
eyaculados de bajo volumen y concentración 
(Barrier-Battut, 2013).
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Dilución, centrifugación seminal y 
congelación

Posterior a la evaluación macroscópica, se 
procede a realizar la primera dilución del 
semen, generalmente se realiza 1:1 (semen: 
diluyente, v/v). Los diluyentes más utilizados 
en equinos son el Kenney (Kenney et al., 1975) 
y el INRA96®, los cuales permiten mantener 
el semen mientras se transporta, luego se 
centrifuga y se le adicionan las sustancias 
criopreservantes para iniciar el proceso de 
congelación. En el caso del uso del diluyente 
comercial INRA 96®, se realiza una primera 
dilución del semen, esta dependerá también 
de la concentración de espermatozoides, 
mínimo se debe usar una parte de semen por 
tres de diluyente (Pillet et al., 2008). Si el 
eyaculado es de baja concentración (<166 
millones de espermatozoides por mL), se 
adiciona máximo 15 mL de semen hasta 
completar una mezcla 45 mL de eyaculado 
más INRA 96®; si el eyaculado es altamente 
concentrado, no se debe exceder en 2500 
millones de espermatozoides en la misma 
mezcla de 45 mL. 

Posteriormente, se procede a realizar 
la evaluación microscópica debiéndose 
encontrar una motilidad progresiva superior 
a 50 %, a continuación se lleva el semen 
diluido a una temperatura de 20 ºC por 10 
minutos (de Geoffroy, 2015; Pillet et al., 
2008). El semen se somete a centrifugación 
de 400 a 600 gaus (g) durante 10 minutos, con 
el fin de eliminar el plasma seminal y obtener 
un precipitado que permita contar y diluir 
nuevamente con el diluyente (100 millones 
por mL) que contiene los crioprotectores 
(glicerol o amidas). El semen se mantiene 
refrigerado a 5 ºC por 75 minutos, se empaca 
en las pajillas que permiten llevarlo a los 
vapores de nitrógeno y conservarlo hasta su 
futura utilización (de Geoffroy 2015; Pillet 
et al., 2008; Martin et al., 1978).

La centrifugación del semen, aunque permite 
concentrar los espermatozoides, puede 
producir en ellos un choque mecánico, que 
genera una pérdida aproximada al 10 % 
de los espermatozoides. No obstante, se 
considera la opción más económica, puesto 
que no se utiliza gradiente de concentración 
(Barrier-Battut, 2013). Independientemente 
de la técnica que se emplee, sea, filtración 
centrifugación simple, centrifugación, 
en coloides de silicato (Percoll) o por 
centrifugación con iodixanol, tanto en semen 
sexado como convencional, estos procesos 
afectan la integridad de la membrana 
acrosómica y la motilidad espermática (Mari 
et al., 2015).

Algunos laboratorios recomiendan el uso de 
otra técnica de separación por centrifugación 
a 1000 g por 20 minutos con la utilización de 
un gradiente de concentración, el cual es una 
solución que contiene iodixanol (Sieme et al., 
2006; Ecot et al., 2005). Esta centrifugación, 
se realiza en un medio isotónico, no iónico, 
no tóxico (Ford et al., 1994), por lo tanto, 
al centrifugar los espermatozoides normales 
flotan y el paquete de espermatozoides 
anormales y no motiles se precipitan en 
el tubo de ensayo. Esta técnica facilita la 
recuperación de los espermatozoides en 
el sobrenadante, optimizando el número 
de espermatozoides aprovechables en 
comparación con la centrifugación descrita 
anteriormente, por lo que reduce el choque 
mecánico de los mismos en el fondo del tubo 
(Barrier-Battut, 2013; Waite et al., 2008). 
El empleo de iodixanol también mejora la 
integridad de membrana y de la cromatina 
en el posterior proceso de congelación y 
descongelación (Stuhtmann et al., 2012).

Se reporta también la concentración y 
separación de espermatozoides por medio 
del gradiente de centrifugación con Percoll(R), 
es una sustancia compuesta por silicatos. 
El semen se diluye a una concentración de 
100 millones de espermatozoides por mL, 
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se centrifugan a 300 g por 20 minutos. Los 
espermatozoides normales se compactan 
y precipitan en el fondo del tubo, los 
espermatozoides anormales, residuos de 
diluyentes y bacterias, flotan en la parte 
superior del tubo sobre el coloide (de 
Geoffroy, 2015; Barrier-Battut, 2013). Esta 
técnica está indicada tanto para eyaculados 
de bajo volumen y concentración, como para 
eyaculados de alto volumen (Barrier-Battut, 
2013).

Se puede mejorar la fertilidad mediante 
el empleo de gradientes de densidad 
discontinuos en la separación del eyaculado 
para mejorar la morfología y la motilidad 
progresiva (Varner et al., 2008). Sin embargo, 
tienen como desventajas que se pierde un 
número importante de espermatozoides; 
adicionalmente, los espermatozoides se 
ponen en contacto con restos celulares 
de otros espermatozoides, permitiendo la 
activación de especies reactivas al oxígeno, 
que son tóxicas a los espermatozoides 
durante el proceso de enfriamiento e incluso 
en el tracto reproductivo de la hembra durante 
la fertilización (Morell et al., 2012). Así 
mismo, los espermatozoides que sufren daño 
en la cromatina (no compensables) compiten 
con los espermatozoides normales por la 
fecundación y también afectan el desarrollo 
embrionario (Morell, 2012).

Posterior al proceso de centrifugación, se 
continúa con la dilución del semen en el 
medio-diluyente con el crioprotector (3 % 
- 6 % de glicerol o 5% dimetilformamida 
o metilformamida) (Alvarenga et al., 
2005; Loomis et al., 1983), que permite 
la estabilización a   4 ºC   por dos horas.  
Finalmente, se realiza el proceso de 
congelación del sistema, llevando las 
pajillas a temperaturas desde 4º C hasta 
-196 ºC dentro del nitrógeno líquido. Estas 
curvas de enfriamiento se pueden generar 
manualmente colocando las pajillas sobre 
vapores de nitrógeno líquido dentro de 

una caja de icopor, o mediante equipos 
comerciales de congelación que controlan 
la curva (Planer Kryo 10, series III, Planer 
Products, Middlesex, UK). En sistema 
manual, las pajillas se colocan a tres o cuatro 
centímetros sobre los vapores de nitrógeno 
líquido dentro de una caja de Styrofoam® 
(42 cm × 28 cm × 12,5 cm) cubierta con 
una tapa durante 7 a 10 minutos antes de 
sumergirse en el nitrógeno líquido, y luego se 
almacenan en los termos de nitrógeno líquido 
(de Geoffroy, 2015; Clulow et al., 2008). La 
curva de congelación para el equipo (Kryo 
10–3.3; Messer Griesheim, Germany) tiene 
dos rangos diferentes de temperatura, el 
primero inicia con disminución a razón de 
10 ºC por minuto hasta llegar a -15 ºC y el 
segundo rango disminuye 25 ºC por minuto 
hasta -150 ºC, finalmente se introducen las 
pajillas en nitrógeno líquido para cualquiera 
de las técnicas (Blottner et al., 2001).

Alteraciones del espermatozoide 
durante la criopreservación y su 
efecto en la vitalidad y capacitación

Las células se someten a estrés al alterar 
su temperatura fisiológica, en el caso de 
cuando se pretende almacenar las células 
por largos periodos de tiempo, ellas se llevan 
a temperaturas por debajo de cero grados, 
generalmente a -196 ºC (criopreservación). 
Durante el periodo de transición, en el 
descenso de la temperatura desde 22 ºC a 
1 ºC se puede ocasionar desprendimiento 
de fosfolípidos de la membrana y, con ello, 
pérdida de la permeabilidad, daño y muerte 
celular (Amann & Pickett, 1987). 

La criopreservación es el estudio de los 
mecanismos que intervienen en el proceso 
de conservación y preservación de proteínas, 
células, tejidos, órganos e insectos a bajas 
temperaturas por largos periodos de tiempo 
(Hinojosa et al., 2000). La reducción en la 
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temperatura permite disminuir el deterioro 
en los sistemas biológicos; sin embargo, 
también se presentan efectos nocivos 
durante este proceso, relacionados con la 
trasformación del agua en cristales de hielo, 
los daños en la conformación lipídica de 
la membrana, la desnaturalización de las 
proteínas, daño osmótico y estrés oxidativo 
(Holt, 2000).

Un aspecto relevante para el éxito en los 
procesos de criopreservación, es evitar la 
formación de cristales de hielo en el medio 
intra y extracelular, para lo cual se adicionan 
crioprotectores (Luyet & Hodapp, 1938). 
Los crioprotectores favorecen la reducción 
de agua intracelular, sin deteriorar las 
concentraciones intra y extracelular de iones 
(Lovelock, 1953).

Criopreservación y daño celular

Particularmente, durante el proceso de 
criopreservación del espermatozoide, este 
se expone a variaciones en temperatura y 
osmolaridad, lo cual trae como consecuencia 
la formación de cristales de hielo y cambios 
en las moléculas que lo componen (Morris 
et al., 2012). Los cambios en la osmolaridad 
incluyen la formación de un medio 
extracelular hiperosmótico, a lo cual responde 
la célula espermática perdiendo agua, con 
el objetivo de equilibrar el medio extra e 
intracelular. Durante la descongelación, la 
célula se expone a una solución hipotónica en 
el medio extracelular, con lo cual se permite 
la entrada de agua al medio intracelular por 
difusión pasiva, se incrementa el volumen 
espermático, dicho estrés osmótico puede 
afectar irreversiblemente la membrana 
celular y, con ello, disminuir la fertilidad 
(Scherzen et al., 2009; Pommer et al., 2002).

El daño causado por el choque térmico puede 
ocurrir cuando la membrana celular pasa de 
estado líquido a estado de gel (Loomis & 
Graham, 2008; Amann & Pickett, 1987), por 
lo tanto, en el proceso de congelación se busca 
evitar que los fosfolípidos de membrana 
se muevan lateralmente, y así evitar que 
formen en estado líquido pequeñas regiones 
lipídicas, a las cuales se adhieren proteínas, 
trayendo como consecuencia el incremento 
en la permeabilidad de la membrana y 
disminución de la actividad metabólica 
(Hammerstedt & Graham, 1992).

Las dos principales causas de disminución en 
la calidad seminal en procesos de congelación, 
son el daño en la estructura de membrana y 
el estrés osmótico (Watson, 2000), las cuales 
afectan el citoplasma, el citoesqueleto y la 
composición genética (Isachenko, 2003). 
El incremento en la permeabilidad de la 
membrana trae como consecuencia  entrada 
de agua, iones y crioprotectores (Leahy & 
Gadella, 2011; Holt & North, 1986), entrada 
de Calcio (Ca) y activación de la motilidad, 
reactivación del proceso de capacitación 
y de fusión de la membrana plasmática y 
acrosómica (Ford et al., 1994).

El daño a la membrana de la célula 
espermática durante el proceso de 
congelación, puede dar lugar a cambios en 
el espermatozoide que lo lleva a situación 
parecida a la capacitación denominada 
criocapacitación (Ellington et al., 1993). La 
criocapacitación hace que el espermatozoide 
tenga más probabilidades de sufrir la reacción 
acrosómica, lo que disminuye el tiempo de 
vida del espermatozoide. Por lo tanto, el 
momento de la inseminación es más crítico 
cuando se utiliza semen congelado (Thomas 
et al., 2006). Se ha propuesto aumentar la 
frecuencia de inseminaciones cuando se 



CASTRO CRUZ & CHACÓN JARAMILLO

Conexión Agropecuaria Vol. 6 - No- 1 Enero - Junio 2016 - pp. 45-6452

utiliza semen congelado para mejorar la tasa 
de concepción (Vidament et al., 1997). Sin 
embargo, estas recomendaciones llevarían a 
invertir más tiempo y costos para aplicar la 
inseminación artificial con semen congelado. 
Por lo tanto, se recomienda entonces reducir 
los daños causados por la sensibilidad 
al choque por el frío, y así mejorar la 
viabilidad de espermatozoides después de la 
descongelación.

Durante la capacitación, la membrana 
plasmática experimenta cambios que, con el 
choque térmico, hacen que esta sea menos 
permeable al agua y otros solutos y que 
sufra daño el acrosoma (Purdy, 2006). En la 
congelación, la membrana espermática toma 
una consistencia rígida y porosa (Watson, 
2000), hay daño en los fosfolípidos de 
membrana, se produce una reestructuración 
de los mismos, ocasiona alteraciones en 
la permeabilidad y daño de membrana 
(Albrizido et al., 2015), con lo cual se hacen 
más susceptibles a formación de cristales 
de hielo (Hammerstedt et al., 1990). Los 
descensos de temperatura a razón de 0,5 a 1 
grados centígrado por minuto, causa estrés 
en la membrana celular causada por daños 
en la doble capa lipídica (Watson, 2000).

Los estudios sobre las alteraciones en las 
concentraciones de Ca durante el proceso 
de congelación de los espermatozoides, 
han demostrado que el Ca ingresa al 
medio intracelular a través de canales de 
Ca dependientes de voltaje (VOCCs) y 
estos provocan detrimento en la fertilidad 
(Darszon et al., 1999). Los canales catiónicos 
del espermatozoide (CatSper), junto con 
los canales de Ca sensibles a voltaje 
activados por alcalinización, se encuentran 
exclusivamente en las membranas de la cola 
del espermatozoide. El ambiente uterino 

alcalino hace que se activen los CatSper 
dadas las alteraciones en la concentración 
iónica (Qi et al., 2007). Los canales de Ca se 
cierran una vez se adhiere el espermatozoide 
al epitelio del oviducto, prolongando la 
vida del espermatozoide; tan pronto se 
reactiva el proceso de capacitación, se 
activan los canales de Ca liberándose de 
nuevo los espermatozoides (Boni et al., 
2007). Los niveles de Ca son mayores en 
el esperma equino comparado con otras 
especies (Leopold et al., 1999), siendo la 
concentración de Ca 1,6 veces más elevada 
en el semen congelado comparado con el 
semen fresco, también se han encontrado 
diferencias entre concentraciones de Ca entre 
diferentes eyaculados del mismo semental 
tanto en semen fresco como congelado 
(Albrizido et al., 2015). 

Cambios en las concentraciones de Ca pueden 
inducir apoptosis, afectando la viabilidad y 
función espermática (Ball, 2008), en el que 
la vida del espermatozoide criopreservado 
pos capacitación se acorta aún más debido al 
incremento en la entrada de Ca (Leahy at al., 
2011), razón por la cual, el tiempo entre la 
realización de la inseminación y la ovulación 
es muy corto (Leopold et al., 1999).

Control de calidad pos 
descongelación

En el proceso de descongelación ocurren 
cambios que alteran la integridad de la membrana 
plasmática y acrosomal, como son: pérdidas 
de lipoproteínas, aminoácidos, liberación 
de glutamin oxaloacetato trasaminasa, 
disminución en colesterol débilmente unido a 
proteínas, incremento en el sodio y disminución 
en el potasio, inactivación de la acrosina y 
la hialorunidasa, pérdida de prostaglandinas, 
reducción en la síntesis de ATP y ADP y 
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la disminución en la actividad proteolítica 
acrosomal (Salomon & Maxwell, 1995).

Una vez congelado el semen, se debe 
proceder a evaluar mínimo tres pajillas por 
eyaculado. A la evaluación microscópica, 
la motilidad progresiva pos descongelación 
debe ser mayor o igual a 35 %. Para realizar 
la evaluación, se descongela la pajilla a 35 
ºC por 30 segundos; posteriormente, se 
diluye la pajilla en dos mL de INRA96® 
a 35 ºC, se agita por 10 segundos y se deja 
en reposo por 10 minutos, manteniendo la 
misma temperatura; pasado ese tiempo, se 
agita nuevamente y se procede a realizar la 
evaluación de motilidad, vigor y morfología 
(de Geoffroy, 2015).

Crioprotectores utilizados en la 
congelación de semen equino

La criopreservación facilita el almacenamiento 
y transporte de material genético en procesos 
biotecnológicos de reproducción asistida 
(Sieme et al., 2016) que requieren de 
sustancias crioprotectoras que minimicen 
el efecto citotóxico de la congelación-
desongelación (Davidson et al., 2014). El 
efecto crioprotector requiere la preservación 
de la membrana celular y de estructuras y 
moléculas intracelulares.

Existen dos tipos de crioprotectores: los 
permeables, que penetran la membrana 
celular y son pequeñas moléculas no 
iónicas, de los cuales los más empleados 
son el glicerol (GLY) y dimetilsulfoxido 
(DMSO) (Sieme et al., 2016). En algunos 
casos donde los anteriores crioprotectores 
resultan tóxicos, también se pueden utilizar 
dimetilformamida (DMF), etilenglicol (EG), 
metilformamida (MFM) (Squires et al., 
2004). Este tipo de crioprotectores alcanzan 

la misma distribución en el medio intra y 
extra celular, es decir, son osmóticamente 
inactivos; sin embargo, inicialmente el agua 
sale a mayor velocidad del medio intracelular 
comparado con la entrada del crioprotector, 
ocasionando disminución del tamaño de 
la célula y estrés osmótico; mientras el 
crioprotector alcanza la misma distribución 
intra y extracelular (Sieme et al., 2016). Otro 
tipo de crioprotectores son los no permeables 
que inducen la deshidratación celular porque 
incrementan la osmolaridad del medio de 
criopreservación e incluyen los compuestos 
osmóticamente inactivos como polisacáridos 
(hidroxietil almidón y maltodextrina) y 
proteínas (albúmina y polivinilpirrolidona) y, 
compuestos osmóticamente activos como los 
disacáridos (sucrosa y trehalosa) (Oldenhof 
et al., 2013).

GLY es un crioprotector que parece tener 
efectos tóxicos sobre el semen equino (Squires 
et al, 2004), induce desnaturalización de 
las proteínas, cambio en las interacciones 
de la actina (Hammerstedt & Graham, 
1992), estrés osmótico; ya que penetra 
en menor velocidad comparado con otros 
crioprotectores; a nivel intracitoplasmático, 
provoca incremento de la viscosidad, 
alteración en la polimeración de la tubulina y 
de la asociación de los microtúbulos (Gilmore 
et al., 1995). Por estos efectos tóxicos, se 
han buscado otras alternativas con diferentes 
crioprotectores para incrementar la fertilidad 
con el semen congelado (Khlifaoui, 2005), 
se han  empleado otras sustancias de menor 
peso molecular como la DMF (Henry et al., 
2002) con mejores resultados en el proceso 
de la criopreservación. El uso de DMSO y 
amidas mejoran la viabiliad y la motilidad 
pos descongelación en relación con el GLY 
(Alvarenga et al., 2005).
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La yema de huevo también se ha utilizado 
como crioprotector de semen, posee 
sustancias que inhiben la respiración de los 
espermatozoides, disminuyendo la motilidad 
(Kampschmidt et al., 1953). La yema de 
huevo está compuesta por micropartículas 
de 35 nm de diámetro, que en el interior 
contienen triglicéridos, colesterol y ésteres 
de colesterol. Dichas micropartículas están 
rodeadas por apoproteínas y lipoproteínas. 
El efecto crioprotector de la yema de 
huevo durante el proceso de congelación 
y descongelación se da porque contiene 
fosfolípidos (lecitina) y lipoproteínas de 
baja densidad que recubren la membrana 
espermática, disminuyendo el choque 
térmico (Medeiros et al., 2002). Mediante 
centrifugación, es posible separarlas en dos 
fracciones, plasma y gránulos; el plasma 
contiene el 85 % de las lipoproteínas de 
baja densidad y 15 % de livetina. Este 
proceso se puede realizar a nivel industrial, 
garantizando la esterilidad del plasma 
por medio de radiación gamma. El efecto 
protector del plasma de la yema de huevo 
evidencia resultados favorables de 69 % 
en tasa de preñez, frente a un crioprotector 
compuesto con yema de huevo entero con un 
60 % (Pillet et al., 2011).

El diluyente INRA fue desarrollado en 
Francia por el French National Institute for 
Agricultural Research, este contiene, entre 
otros compuestos, la lactosa y se le adiciona 
un 2 % con yema de huevo y un 2,5 % de 
GLY. Inicialmente, se llamó INRA82® y una 
versión mejorada el INRA96 se le adicionó 
la fosfocaseína. Se logró mejorar la tasa de 
preñez al 70 % con el INRA96 comparada 
con el diluyente INRA82® que presentó 
un 41 % de preñez. Mediante citometría de 
flujo, se determinó que con el INRA96® la 
membrana espermática presentaba mejor 

integridad; sin embargo, la motilidad 
progresiva analizada mediante análisis 
asistido por computador no evidenciaron 
diferencias significativas con promedios de 
41 % y 38 % entre los dos medios INRA82® 
e INRA96®, respectivamente (Pillet et al., 
2008). El empleo de INRA82® en semen 
de raza Hanoveriana logró una motilidad 
progresiva de 62,3 % +/-9,35 y 24,0 % 
+/-15,4; porcentajes de preñez de 40 % y 
10 % en semen congelado y recongelado, 
respectivamente (Sielhorst et al., 2016). 

“La ciclodextrina es oligosacárido cíclico con 
un centro hidrofóbico capaz de transportar 
colesterol por gradiente de concentración 
desde y hacia las membranas plasmáticas” 
(Moore et al., 2005). En Colombia, Mesa 
& Henao (2012) emplearon el diluyente 
Kenney modificado (45 % de sucrosa, 29 
% de glucosa y 26 % de leche descremada) 
más la adición de colesterol y ciclodextrina 
(1,5 mg con colesterol por cada 120 X 106 
espermatozoides), como modificador de 
membrana, en caballos criollos; encontrando 
motilidad progresiva pos descongelación 
de 30 %, mientras que cuando al diluyente 
Kenney modificado se le adicionó GLY al 5 
%, la motilidad fue de 20 %.

También se encuentran productos en el 
mercado, que contienen caseínas altamente 
purificadas (Equipro®, Gent®). Estos 
productos se evaluaron en el semen de 
caballos criollos, en los que se presentaron 
diferencias significativas en la motilidad 
total pos descongelación, cuando se adicionó 
con 5 % de DMF y 4 % de yema de huevo 
y Equipro® o yema de huevo y Gent®, 
(motilidad de 50,9 % ± 19,4 % vs 42,2 % 
± 15,1 %), respectivamente (Restrepo et al., 
2014). 
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Wu et al. (2015) evaluaron el efecto de varios 
crioprotectores adicionados al medio  INRA 
96® (GLY, EG, DMSO, MFM, y DMF) 
a concentraciones del 2,5 %, 3,5 % y 5 %, 
encontraron que adición de MFM o DMF 
mejora la motilidad progresiva, viabilidad 
y potencial de membrana mitocondrial 
pos descongelación significativamente. 
Por ejemplo, la motilidad progresiva y 
vitalidad fue de 69,00 ± 3,61 y 34,00 ± 3,46, 
respectivamente, con el uso de DMF al 3,5 % 
mientras que para DMSO al 3,5 % fue 36,33 
± 1,53 y 15,33 ± 2,52.

Resultados de fertilidad con 
diferentes diluyentes

Como se ha mencionado anteriormente, 
los protocolos de criopreservación varían 
ampliamente entre los diferentes laboratorios, 
los resultados en cuanto a la evaluación 
posterior a la descongelación también son 
variables y, aún más, las tasas de preñez cuando 
se inseminan las yeguas; ya que intervienen 
más factores no relacionados directamente 
con el protocolo de criopreservación. Los 
resultados de fertilidad con la utilización 

de semen congelado difieren ampliamente 
(tabla 1), sin embargo, se evidencian avances 
científicos importantes que hacen que la 
criopreservación sea una alternativa viable y 
promisoria.

Se recomienda depositar el semen congelado, 
de manera profunda, en el cuerno uterino 
para ayudarle a su avance hacia el oocito. 
Con la inseminación intrauterina profunda, a 
dosis de 25 millones con semen centrifugado 
por la técnica de Percoll, se han obtenido 
porcentajes de preñez entre el 30 y 60 % (Nie 
et al., 2003). Si el semen es de buena motilidad 
(42 %) o baja de motilidad progresiva (27 
%) pos descongelación, se obtiene 63,3 y 
28,6 % de preñez, respectivamente (Ribeiro 
et al., 2015). Se recomienda utilizar el 
semen posterior a la descongelación con un 
mínimo de 35 % de espermatozoides mótiles 
(Barrier-Battut, 2013). Los porcentajes 
de preñez son bajos cuando se usa para la 
inseminación semen sexado, se ha logrado 
del 0 a 13 % (Lindsey et al., 2002). Gibb et 
al., en 2012, obtuvieron 27,3 % por medio de 
inseminación por histeroscopia, aunque con 
casos de muerte embrionaria.
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Tabla 1. Porcentaje de preñez en yeguas inseminadas con semen criopreservado utilizando 
diferentes protocolos de congelación.

Crioprotector Motilidad Porcentaje 
de preñez Semental Autores

INRA82® (lactosa) congelado 62,3 ± 9,3 40 Hanoveriana Sielhorst et al., 
2016

INRA82® (lactosa)  re-
congelado 24,0 ±-15,4 10 Hanoveriana Sielhorst et al., 

2016

INRA 96® (lactosa y 
fosfocaseína)+ INRA 96® 
(lactosa y fosfocaseína)+ 1.5 
mg/mL de 2- hidroxipropil beta-
ciclodextrina cholesterol

36 Caballos de 
deporte y Pony

Blommaert et 
al., 2016

INRA Freeze® (lactosa y yema 
de huevo) 32 Caballos de 

deporte y Pony
Blommaert et 
al., 2016

INRA 96® (lactosa y 
fosfocaseína) + 3,5% 
metilformamida 

69,0 ± 3,6 Yili Wu et al., 2015

Botu-Crio Botupharma, 
Botucatu,  (yema de huevo) 
caballo alta fertilidad

42,1 ± 3,1 80 Westfalen Ribeiro et al., 
2015

Botu-Crio Botupharma, 
Botucatu,(yema de huevo) 
caballo baja fertilidad

27,0 ± 1,4 21,4 M a n g a l a r g a 
Marchador

Ribeiro et al., 
2015

INRA 96® + 3,5% 
dimetilsulfoxido 36,3 ± 1,5 Caballo Criollo 

Colombiano

Kenney modificado + 
Colesterol+  ciclodextrina 30 Caballo Criollo 

Colombiano
Mesa & Henao 
2012

Kenney modificado + Glicerol 
al 5% 20 Caballo Criollo 

Colombiano
Mesa & Henao 
2012

Equipro® (caseína) 50,9 ± 19,4 Caballo Criollo 
Colombiano

Restrepo et al., 
2014

Gent® (yema de huevo) 42,2 % ± 15,1 Caballo Criollo 
Colombiano

Restrepo et al., 
2014

INRA96®  + 2% yema de huevo 
+ 2.5% glicerol 38 70 Wels Pillet et al., 

2008

INRA82® + 2% yema de huevo 
+ 2.5% glicerol 41 41 Wels Pillet et al., 

2008
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Desde el primer logro de una preñez con 
semen de equino congelado, lograda en 
1957 por los canadienses Barker y Gandier 
(1957) con espermatozoides recuperados de 
los epidídimos y diluidos con leche entera 
caliente y 10 % de glicerol, los resultados en la 
literatura no son concluyentes. Se encuentran 
grandes diferencias en viabilidades, posterior 
a la descongelación del semen; aunque un 
semen presente una viabilidad alta recién 
se descongela, es necesario que demuestre 
altas tasas de gestación. La mayoría de las 
publicaciones en las cuales se presentan 
diferentes protocolos para evaluar la 
eficiencia posterior a la decongelación no 
presentan resultados en cuanto número de 
preñeces cuando se utilizan comercialmente. 
Aún persisten sementales que congelan 
mejor con un diluyente o un crioprotector 
específico, estas individualidades son muy 
comunes, lo que no ocurre tan frecuente 

en bovinos. Sin embargo, ya es posible 
ofrecer semen sexado equino en pajillas de 
0.25 o 0.5 mL. Persiste el inconveniente de 
la corta viabilidad del semen posterior a la 
descongelación y, por lo tanto, la necesidad 
de seguir de cerca el celo de la yegua e 
inseminar muy cercano a la ovulación.

La congelación de semen equino es una 
biotecnología que, en la actualidad, es 
viable aunque no muy difundida; sin 
embargo, muestra buenos resultados 
independientemente de la técnica que se 
emplee; el aspecto más importante y limitante 
es la respuesta individual de cada caballo al 
proceso de criopreservación. Se deben buscar 
nuevas técnicas de congelación que permitan 
mejorar la fertilidad de los sementales que 
responden pobremente a la técnica, pero que, 
en algunos casos, son de gran valor genético 
y que requieren la congelación.
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