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Resumen 

Esta investigación evaluó el efecto de diferentes agentes crioprotectores no penetrantes 

(ACNP) en la vitrificación de espermatozoides equinos. Para ello, se usaron 16 eyaculados 

de cuatro caballos españoles, recogidos mediante vagina artificial. Cada eyaculado fue diluido 

con el diluyente Botusemen-Gold® + 1% BSA y dividido en 4 alícuotas para conformar cuatro 

tratamientos respectivamente, según la congelación o vitrificación con ACNP: congelación 

convencional (CC, control), y vitrificación con 100 mM sacarosa (VIT-Sa); con 100 mM 

trehalosa (VIT-Tre); y con 50 mM rafinosa (VIT-Raf). La CC se hizo en vapores de nitrógeno 

líquido (NL2), mientras que las vitrificaciones sumergiendo gotas de 30 µl directamente en 

NL2. Los resultados de las muestras espermáticas después de la descongelación y 

calentamiento demostraron que el tratamiento CC produjo una mayor (P<0,01) motilidad, 

cinemática e integridad de membranas en comparación con todos los tratamientos de 

vitrificación. No obstante, los tres tratamientos de vitrificación presentaron mayores valores 

(P<0,05) de velocidad rectilínea, linealidad y oscilación que el tratamiento CC post-

descongelación. Por otro lado, los tratamientos VIT-Sa y VIT-Raf mostraron valores más altos 

(P<0,05) de motilidad total y progresiva e integridad de membranas plasmática y acrosomal 

en comparación con el tratamiento VIT-Tre después del calentamiento. Finalmente, todos los 

tratamientos vitrificación y CC incrementaron (P<0.05) el largo y área de la cabeza de los 

espermatozoides después del calentamiento y descongelación respectivamente, comparado 

con su referente en fresco. En conclusión, los resultados demostraron que a pesar de que la 

congelación convencional produjo una mayor criosupervivencia espermática, la vitrificación 

con sacarosa y rafinosa produjeron una mayor motilidad e integridad de membranas 

comparadas con la trehalosa, demostrando ser un método atractivo para criopreservar 

espermatozoides equinos. 
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Abstract 

This research evaluated the effect of different non-penetrating cryoprotective agents (NCPAs) 

in the vitrification of equine spermatozoa. To achieve this, 16 ejaculates from four Spanish 

horses were collected using an artificial vagina. Each ejaculate was diluted with the 

Botusemen-Gold® diluent + 1% BSA and divided into four aliquots to form four respective 

treatments based on conventional freezing (CF, control) and vitrification with NCPAs: 100 mM 

sucrose (VIT -Su); 100 mM trehalose (VIT-Tr); and 50 mM raffinose (VIT-Raf). CF was 

performed using liquid nitrogen vapors (LN2), while vitrifications were carried out by 

submerging 30 µL drops directly into LN2. the results of sperm samples showed that the CF 

treatment produced higher (P < 0.01) motility, kinematics, and membrane integrity compared 

to all vitrification treatments. However, all three vitrification treatments exhibited higher values 

(P < 0.05) for straight-line velocity, linearity, and oscillation than the CF treatment. 

Furthermore, VIT-Su and VIT-Ra treatments showed higher values (P<0.05) for total and 

progressive motility, as well as plasma and acrosomal membrane integrity, compared to the 

VIT-Tr treatment. Finally, all vitrification and CF treatments increased (P<0.05) the length and 

area of sperm heads compared to their fresh counterparts. In conclusion, despite conventional 

freezing resulting in higher sperm cryosurvival, vitrification with sucrose and raffinose 

produced greater motility and membrane integrity compared to trehalose, making it an 

attractive method for cryopreserving equine spermatozoa. 

 

 

Keywords: vitrification, sperm, horse, motility, integrity 
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Introducción 

La criopreservación es un proceso que consiste en preservar a las células a temperaturas 

bajo cero manteniendo en estado latente su metabolismo y capacidades vitales (Vera & 

Javiera, 2018). Este procedimiento permite conservar los recursos de especies domésticas 

de alto mérito genético y de especies silvestres en peligro de extinción (Borate & Meshram, 

2022). Los espermatozoides, obtenidos a través del eyaculado o mediante el lavado 

retrógrado de la cola del epidídimo, son inmersos en medios de congelación que contienen 

un ácido (p. ej., N-Tris (hidroximetil) metil-2-aminoetano sulfónico, ácido cítrico o ácido 

ascórbico), una sal (p. ej., lactato de sodio), una fuente de azúcar (p. ej., glucosa o fructosa) 

y un agente crioprotector penetrante (p. ej., glicerol). Al disminuir la temperatura, las células 

experimentan diversos cambios ultraestructurales, bioquímicos y funcionales que son 

determinados por las velocidades de enfriamiento (Mazur et al., 1974). Es por ello, que la 

congelación convencional se hace mediante vapores de nitrógeno líquido estático, sin 

embargo, su respuesta criogénica ha permitido tener una criosupervivencia alrededor y por 

debajo del 50% en el caso de carneros (Maxwell et al., 1993), búfalos (Lessard et al., 2009) 

y equinos (Watson, 2000; Squires, 2013). Se ha observado que el semen de equinos posterior 

a los procesos de congelación reduce considerablemente la capacidad fecundante, esto se 

debe a que los parámetros para la selección de los reproductores en esta especie se basan 

en el rendimiento en diferentes disciplinas ecuestres más no, en la capacidad reproductiva 

(Clulow et al., 2007; Varner et al., 2015). 

Entre los factores más importantes que determina la crioresistencia de los espermatozoides, 

se han definido: choque de frío, estrés osmótico y estrés oxidativo, que están mediados por 

las velocidades de enfriamiento. Este daño criogénico se traduce a lesiones celulares como 

daño a las membranas plasmática, acrosomal y mitocondrial, fragmentación de ADN, estrés 

oxidativo y, en resumen, una baja capacidad de fertilización (Galarza et al., 2023). La 

subpoblación espermática que sobrevive satisfactoriamente a la congelación reduce su vida 

útil y la capacidad fecundante (Watson, 1995). Sin embargo, existen algunas diferencias entre 

estos dos procesos, en los cuales el espermatozoide sufre daños en su integridad y 

funcionalidad. Es por ello, que se ha planteado métodos de criopreservación de 

espermatozoides de equino que permitan proteger mejor al espermatozoide. Una de las 

opciones que ha despertado interés en el mundo de la criobiología es la vitrificación cinética 

(VIT). 
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La vitrificación cinética (VIT) de espermatozoides es un método de criopreservación que se 

basa en el enfriamiento a velocidades ultrarrápidas (> 20.000 ºC/min) que les permiten a las 

muestras espermáticas (en bajos volúmenes) alcanzar un estado vítreo sin la formación de 

cristales de hielo intra ni extracelular. Para lograr el estado vítreo, la VIT incluye altas 

concentraciones de agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP) tales como los azúcares 

disacáridos y trisacáridos. La sacarosa, trehalosa (disacáridos), y la rafinosa (trisacárido) han 

sido usados previamente en la VIT de espermatozoides de diferentes especies de mamíferos, 

incluyendo al caballo (Consuegra et al., 2018, 2019). Estos azúcares proporcionan 

hipertonicidad a los diluyentes, evitando la deshidratación de las células antes de la 

congelación (Aisen et al., 2002; Aboagla & Terada, 2003). 

A diferencia de la congelación usando vapores de nitrógeno líquido (NL2) estático, la VIT ha 

logrado resultados promisorios de motilidad, vitalidad, morfología e integridad de las 

membranas en espermatozoides humanos (Le et al., 2019). No obstante, a pesar de las 

ventajas detalladas en la VIT de espermatozoides equinos, aún existen efectos nocivos como 

la toxicidad producida por la alta concentración de ACNP al cual se exponen las células 

(Consuegra et al., 2019).  

La sacarosa y trehalosa han sido usados en la vitrificación de espermatozoides humanos y 

equinos a concentraciones de 20, 50, 100 y 200 mM adicionadas al medio de VIT (Schulz et 

al., 2017; Hidalgo et al., 2018; Consuegra et al., 2019). También, el uso de un trisacárido 

como la rafinosa (compuesto por galactosa, glucosa y fructosa) se ha usado eficientemente 

como ACNP en la vitrificación de espermatozoides equinos a una concentración entre 50, 100 

y 200 mM adicionado al medio de VIT. Un trabajo previo, demostró que las dosis de 100 mM 

de sacarosa, 100 mM de trehalosa y 50 mM de rafinosa produjo mejores resultados de 

cinemática en espermatozoides equinos vitrificados (Consuegra et al., 2019). Los efectos 

beneficiosos de estas azúcares en los diluyentes sobre la viabilidad post-calentamiento de 

los espermatozoides es que proporcionan un sustrato energético extra para algunas células. 

Además, estos azúcares mantienen la presión osmótica del diluyente (Leibo & Songsasen, 

2002). Se ha demostrado que la trehalosa a 100 mM produce una mejor criosupervivencia 

basada en motilidad y cinemática en espermatozoides equinos (Consuegra et al., 2019), sin 

embargo, en la mayoría de los parámetros tanto la sacarosa como la rafinosa producen 

resultados similares.  

Por todo lo mencionado anteriormente, esta investigación demostró el efecto de diferentes 

ACNP adicionados a un medio de vitrificación frente a la congelación convencional y su 
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respuesta a la criosupervivencia espermática. En donde se comparó la adición de rafinosa a 

una concentración de 50 mM frente a 100 mM de sacarosa y 100 mM de trehalosa en el 

medio de vitrificación. Se cree que la rafinosa podría tener un efecto igual o mejor que los 

otros disacáridos usados previamente en la VIT espermática, debido a que ejerce su papel 

de crioprotector al interactuar con lípidos y proteínas de la membrana plasmática, 

manteniéndolas estables y reduciendo la posibilidad de daño por la formación de cristales de 

hielo intracelulares (Storey et al., 1998; Agca et al., 2002).   
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1. Objetivos 

1.1 General 

 Evaluar el efecto de diferentes agentes crioprotectores no penetrantes en la 

vitrificación de espermatozoides equinos. 

1.2 Específicos 

 Valorar la cinemática e integridad de membranas de espermatozoides equinos 

vitrificados con sacarosa, trehalosa y rafinosa. 

 Evaluar las dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides equinos 

antes y después de la vitrificación con sacarosa, trehalosa y rafinosa.  
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2. Revisión de literatura 

2.1 Obtención de espermatozoides equinos 

2.1.1 Recolección y transporte del semen 

Para la recolección de semen equino se usa comúnmente una vagina artificial, la cual 

proporciona resultados más satisfactorios y permite la obtención de muestras espermáticas 

menos contaminadas (Warren et al., 1979; Rossdale, 1991). La vagina artificial es un 

dispositivo que simula las condiciones naturales del tracto reproductor de la yegua, en 

particular: temperatura, presión y lubricación, para así estimular al caballo durante la 

eyaculación (Alarcón et al., 2012). La temperatura al interior de la vagina debe oscilar entre 

40 a 47°C, al final de la vagina se ubica el recipiente colector de semen, los más usados son 

los de plástico, los cuales deben tener una temperatura entre 36 a 38°C para evitar que los 

espermatozoides entren en un shock térmico, los eyaculados obtenidos no deben estar en 

contacto con la luz solar directa para salvaguardar a las células espermáticas (Estévez et al., 

2009). 

La recolección del semen puede ser exitosa dependiendo del líbido natural que caracteriza al 

semental, pero influirán factores como la genética del animal, el ambiente e incluso la 

conducta del mismo (Robinson & Sprayberry, 2012). Una vez terminado el proceso, el semen 

recolectado se debe llevar inmediatamente al laboratorio para su procesamiento, dilución y 

análisis (Rodríguez, 2009). 

2.1.2 Dilución y centrifugación del esperma fresco 

En los protocolos estándar de congelación de semen es necesario retirar la mayor parte de 

plasma seminal por centrifugación simple y resuspensión del pellet en el diluyente de 

congelación con el objetivo de obtener espermatozoides concentrados (Alvarenga et al., 

2016). La dilución se hará en base a la concentración espermática, si es muy concentrada 

será de 2:1 ración (vol/ vol) y como mínimo en ración de 1:1. El diluyente debe ser adicionado 

al semen a una temperatura de 37º C para evitar golpes de frío (Gonzales et al., 2015). 

Los diluyentes espermáticos tienen por objetivo contribuir en la reducción de lesiones e inducir 

a una mayor deshidratación celular y así evitar la formación de cristales durante la 

congelación. Están compuestos por diferentes sustancias (crioprotectores, azúcares, 

antibióticos, electrolitos, entre otros), que cumplen las siguientes funciones: proveer 

nutrientes como fuente de energía, proteger a los espermatozoides de la bajada de 

temperatura, mantener un adecuado equilibrio del pH, presión osmótica y balance electrolítico 

e inhibir el crecimiento bacteriano de (Alvarenga et al., 2016). El diluyente idóneo para la 
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criopreservación de semen equino, es aquel que reduce el daño ocasionado por varios ciclos 

de congelación-descongelación y que aumentan la recuperación de espermatozoides móviles 

y viables (Betancur et al., 2016). 

Considerando que los diluyentes comerciales Botusemen-Special® y Botusemen-Gold®, 

ambos de base no sintética (proteínas micelares de leche desnatada), con la inclusión de 

antioxidantes, colesterol y caseína, respectivamente, han demostrado ser eficaces en 

protocolos de criopreservación de espermatozoides equinos bajo condiciones de refrigeración 

(Gobato, 2020; Lago et al., 2020). 

2.2 Criopreservación 

La criopreservación de espermatozoides, es un procedimiento de suma importancia en el 

desarrollo de biotecnologías para la reproducción asistida, es utilizado en la inseminación 

artificial y la producción de embriones por metodologías in vivo e in vitro (Vera & Javiera, 

2018). Además de ser crucial para la conservación de especies, recursos genéticos y la 

mejora de la eficiencia reproductiva (Borate & Meshram, 2022). Esta tecnología de 

conservación permite una máxima distribución y una adecuada disponibilidad de material 

germinal de especímenes de interés, facilitando el desarrollo de programas de mejoramiento 

genético para rasgos de valor comercial en la especie, a través de la selección o los cruces 

dirigidos (Vera & Javiera, 2018). Tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y 

funcionalidad de células o tejidos congelados a bajas temperaturas, generalmente entre -

80ºC y -196ºC, para disminuir las funciones vitales de una célula o un organismo y lograr 

mantenerlo en condiciones de vida suspendida por largos períodos de tiempo, condición 

denominada estado de latencia o quiescencia. A las temperaturas descritas, cualquier 

actividad biológica, incluyendo reacciones bioquímicas que van a producir muerte celular, 

quedan efectivamente detenidas (Samper & Morris, 1998).  Esto ha permitido poder 

almacenar células germinales de mamíferos por períodos largos de tiempo, incluyendo post-

mortem, a través del uso de tanques criogénicos con nitrógeno líquido o en otros ambientes 

bajo cero (Meyers, 2012). 

En la criopreservación la célula espermática se enfrenta a una fase crítica, esta ocurre cuando 

las células seminales atraviesan temperaturas de -15°C a -60°C, lo que puede generar daños 

nocivos en las células, una vez se supera ese umbral de temperatura, los espermatozoides 

cesan su actividad metabólica y se tornan células durmientes. El espermatozoide alcanza un 

estado de anabiosis al encontrarse en nitrógeno líquido -196°C, en este momento no hay 

paso de agua, ya que esta se encuentra en forma de cristales, esto genera una viscosidad 



21 

 

Máximo Emiliano León Quinteros – Karen Mercedes Sacoto Patiño 

 

alta, la difusión es prácticamente nula y no hay energía térmica para que ocurra una reacción 

química (Caldevilla et al., 2020). 

Los espermatozoides pueden ser conservados mediante dos métodos: congelación 

convencional y vitrificación. El método convencional es un procedimiento que implica un largo 

proceso de congelación frente a la vitrificación, el cual es un método rápido sin eliminación 

de agua, que emplea una “tasa de enfriamiento alta”, sin embargo, la contaminación por 

nitrógeno líquido (NL2) es mayor y el tamaño de la muestra espermática es más baja en 

comparación a la congelación convencional (Borate & Meshram, 2022). 

El éxito de la criopreservación depende de muchos factores, incluidos las interacciones entre 

el crioprotector, tipo de diluyente, velocidad de enfriamiento, tasa de descongelación, 

empaque y la variación animal individual (Layek et al., 2016; Malo et al., 2019; Maziero et al., 

2019). Para que la criopreservación se considere un éxito, el proceso debe permitir que el 

espermatozoide retenga su capacidad de fertilización al ser descongelado. Para lograr esto, 

debe conservar su capacidad de obtener energía a través del metabolismo, mantener la 

configuración e integridad de la membrana plasmática normal, retener su motilidad, conservar 

la integridad y funcionalidad de enzimas como la acrosina dentro del acrosoma, y así poder 

penetrar el ovocito (Layek et al., 2016).  

El mayor riesgo para el mantenimiento de estas funciones se presenta por la formación de 

cristales de hielo y el movimiento resultante de agua hasta gradientes osmóticos durante el 

proceso de criopreservación (Dalal et al., 2018). Se ha propuesto que la capacidad de los 

espermatozoides para sobrevivir a la crioconservación se correlaciona con su capacidad para 

soportar el estrés y las reorganizaciones de la membrana inducidas por la temperatura 

(Oldenhof et al., 2012). Se sabe que varias organelas de los espermatozoides se han visto 

afectadas debido a los efectos de la crioconservación. La respuesta al estrés mostrada por 

los espermatozoides como reacción a una caída de temperatura y el daño por choque frío se 

manifiesta como una disminución en el metabolismo celular, alteración de la permeabilidad 

de la membrana, pérdida de componentes intracelulares, pérdida irreversible de la motilidad 

del espermatozoide y un aumento en el número de espermatozoides muertos. Los cuales 

influyen de manera significativa en la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides (Córdova 

et al., 2004; Malo et al., 2019; Tiwari et al., 2021). 

La criopreservación de esperma equino todavía constituye un desafío tecnológico debido a 

las bajas tasas de supervivencia celular obtenidas, esto es atribuible a la alteración de la 

fisiología normal y la viabilidad de los espermatozoides, que por la manipulación y 

procesamiento excesivos son sometidos a diferentes tipos de estrés y, en consecuencia, las 
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bajas tasas de fertilidad (Vera & Javiera, 2018). Sin embargo, el semen equino criopreservado 

ha adquirido gran importancia en las últimas décadas, debido a los beneficios que ofrece su 

utilización. Entre éstos se destacan la posibilidad de almacenar el material genético de 

reproductores sobresalientes, distribuirlo internacionalmente, controlar enfermedades 

venéreas y aumentar la eficiencia del sistema de cría al posibilitar la inseminación de múltiples 

yeguas con un solo eyaculado (Mesa & Henao, 2012). Por lo que, en la actualidad en el 

campo de la reproducción equina se buscan alternativas para optimizar las tasas de fertilidad, 

sobre todo en el área de la criopreservación, la cual sigue dando bajos valores de viabilidad 

seminal. Por tal motivo, es de importancia el aprendizaje de nuevas técnicas de manipulación 

y conservación espermática (Gutiérrez, 2014).  

2.2.1 Congelación convencional 

La congelación del semen equino no ha sido fácil, ya que el espermatozoide de caballo exhibe 

diferencias fisiológicas, bioquímicas y de transporte en el tracto reproductor femenino en 

comparación a otras especies (Fleming et al., 2018). Una de las principales razones para 

esto, radica en que la selección genética de sementales se ha basado más en las 

características morfológicas y habilidades deportivas más que en las productivas y 

reproductivas (Clulow et al., 2007). Además, se ha determinado que esta especie no se ajusta 

a los protocolos de programas de congelación espermática estandarizados para otras 

especies como el bovino, ya que se observan tasas insatisfactorias de calidad y fertilidad del 

semen descongelado (Blottner et al., 2001; Rocha, 2017).  

Cuando se congela semen de manera rápida se genera una alteración conocida como (shock 

de congelación) y ocurre generalmente cuando se atraviesa por el intervalo de temperatura 

de 20°C a 1°C, lo cual se evidencia con los espermatozoides realizando movimientos 

circulares, a su vez se presenta una pérdida de motilidad prematura, merma la producción de 

energía, se desprende el acrosoma espermático, la permeabilidad de la membrana celular 

aumenta generando pérdida de iones y moléculas intracelulares, lo cual se atribuye a 

formación de cristales de hielo intracelulares (Wernli, 2010). A nivel mundial se llevan a cabo 

múltiples estudios enfocados a mejorar los procesos de congelación del semen equino y a 

encontrar sustancias que atenúen los daños producidos por el estrés oxidativo y el choque 

osmótico ocasionados por este proceso. Se ha estimado que aproximadamente el 20% de 

los caballos producen semen que se congela bien, el 60% congela de manera aceptable y el 

20% se congela mal (De Oliveira et al., 2019). 

Un factor muy importante para tener en cuenta en explicar la sensibilidad del espermatozoide 

equino a la congelación, es la diferencia entre la composición lipídica de las membranas 
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celulares espermáticas frente a otros mamíferos. Los espermatozoides de sementales y 

verracos tienen niveles mucho más altos de ácidos grasos docosapentaenoicos y menos 

colesterol en sus membranas respecto a especies como el bovino, estos lípidos del semen 

desempeñan un papel importante en las características del movimiento, la sensibilidad al 

choque frío y la capacidad de fertilización de los espermatozoides (Macías et al., 2011). 

2.2.1.1 Sistema convencional de congelación en vapores de nitrógeno líquido 

La criopreservación con nitrógeno líquido hace uso de una curva de congelación en la cual 

las pajillas tienen un descenso gradual de la temperatura, para garantizar que los 

espermatozoides no mueran en el proceso, se inicia ubicando las pajillas de forma horizontal 

aproximadamente de 4 a 6 cm por encima del nivel del NL2 durante 7 a 20 minutos, la 

congelación puede variar dependiendo de la altura a la que se coloca la pajilla, siendo 

generalmente rápida, posteriormente las pajillas se sumergen en el NL2 donde pueden ser 

almacenadas por tiempo indeterminado, generando una viabilidad del 30-35% post-

descongelación (Ávila et al., 2006). Este sistema presenta las ventajas de ser económico, 

sencillo y requerir un menor costo de equipamiento y de uso de nitrógeno líquido (Restrepo 

et al., 2012). 

2.2.1.2 Sistema automatizado de congelación 

Los sistemas automatizados de criopreservación usan curvas de congelación que combinan 

diferentes velocidades, sometiendo las pajillas a ciertas temperaturas bajo cero por minuto y 

así ́poder congelar el semen paulatinamente, posteriormente se sumergen las pajillas en NL2. 

La ventaja que ofrece este sistema es que las tasas de congelación son más uniformes, ya 

que se tiene control sobre la temperatura ofreciendo una mayor calidad post-descongelación 

respecto a la congelación con el sistema convencional, generando una viabilidad del 50% en 

espermatozoides equinos (Elgueta, 2018). 

A pesar de que la congelación convencional es la técnica más usada para criopreservación 

de semen equino, se describen diversos inconvenientes asociados a la formación de cristales 

de hielo extra e intracelulares que conlleva cambios osmóticos, lo que ocasiona gran 

contracción celular y daños en el espermatozoide (Pérez et al., 2018). Las características y 

formas de los cristales de hielo dependen de las velocidades de enfriamiento (Mazur, 1984), 

las velocidades de enfriamiento más altas dan como resultado cristales más pequeños 

(Purdy, 2006), e incluso las velocidades de enfriamiento ultrarrápidas dan como resultado 

cristales extremadamente pequeños en comparación con los cristales de hielo de la 

congelación convencional (Bóveda et al., 2018).  
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Kumar et al. (2003) modificaron los protocolos de congelación de esperma de mamíferos 

(toro, carnero y verraco) respecto de sus procesos convencionales utilizando vapores de 

nitrógeno líquido mejorando sus velocidades de enfriamiento,  desarrollaron una predicción 

teórica de las tasas de congelación óptimas y determinaron que usar velocidades de 

enfriamiento iniciales lentas antes y durante la nucleación del hielo, y luego acelerar a 

velocidades de enfriamiento altas de 60 a 140°C/min hasta -80°C/min, permitiría mejorar la 

criosupervivencia de los espermatozoides. Con base en esta predicción, se han llevado a 

cabo varias investigaciones utilizando la congelación convencional con velocidades de 

enfriamiento que incluyen aceleración, iniciando con velocidades de enfriamiento lentas 

seguidas de velocidades de enfriamiento más altas. Tanto en especies domésticas (caprino, 

carnero, perro, cobayo, toro y caballo) como silvestres (cabra montés ibérica y hurón), se han 

obtenido mejores resultados mediante protocolos de congelación con velocidades de 

enfriamiento por aceleración (incremento gradual) en comparación con aquellos protocolos 

de congelación con velocidades de enfriamiento iniciales altas seguidas de velocidades de 

enfriamiento desaceleradas (p.ej., las obtenidas con el método convencional en vapores de 

nitrógeno líquido). Por otra parte, estudios recientes sobre congelación lenta de 

espermatozoides de cobayos y perros han utilizado un sistema de congelación de dos rampas 

a dos alturas sobre el nitrógeno líquido, la criocaja modificada tiene dos rampas de 

congelación ubicadas a 7 y 17 cm o a 10 y 24 cm del NL2. El nivel de las rampas ha producido 

resultados deseables para la motilidad y la integridad de la membrana plasmática. Las dos 

rampas han generado tasas de enfriamiento inicialmente lentas y luego tasas más altas (a 

través de la aceleración) obteniendo mejores resultados (Galarza et al., 2023). 

2.2.2 Vitrificación 

La vitrificación es una técnica relativamente nueva, desarrollada como resultado de la 

búsqueda de alternativas a los métodos convencionales de criopreservación (Consuegra et 

al., 2021). Se trata de la solidificación de una solución utilizando altas concentraciones de 

crioprotectores no permeables (Azari et al., 2016), que ayudan a aumentar la viscosidad del 

medio y una disminución muy rápida de la temperatura a -196°C (2 x 106 – 2 x 107 Cº/min) 

(Phillips & Jahnke, 2016). Es considerada una técnica de congelación ultrarrápida que 

previene la formación de cristales de hielo (Squires, 2016), preservando así la arquitectura 

intracelular y de las membranas. El éxito de la vitrificación depende de tres factores claves: 

la velocidad de enfriamiento, la alta concentración de los crioprotectores añadidos a la 

solución de vitrificación (VS) comparado con las concentraciones que se usan en la 

congelación convencional (CC) y el volumen de la muestra (Xueli et al., 2015). 
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La vitrificación se basa en la inmersión directa de los espermatozoides en NL2 (Consuegra et 

al., 2021), con el fin de aumentar las tasas de enfriamiento y calentamiento que son factores 

críticos para una vitrificación exitosa, lo que permite reducir las concentraciones de 

crioprotectores (Rusciano et al., 2017). Las velocidades de enfriamiento extremadamente 

altas aumentan la viscosidad de los fluidos intracelulares y extracelulares, lo que impide todo 

tipo de difusión molecular y se traduce en una disminución o incapacidad para formar hielo 

(Galarza et al., 2023). Se ha denominado vitrificación cinética debido a la bajada de 

temperatura ultrarrápida que promueve la solidificación vítrea del esperma (Pradiee et al., 

2015). 

2.3 Agentes crioprotectores 

Son sustancias hidrosolubles de bajo peso molecular, que tienen la capacidad de reducir el 

efecto eutéctico de la solución a la que se incorporan (Martínez et al., 2011). El punto eutéctico 

es la máxima temperatura a la que se puede producir la mayor cristalización de la solución. 

La reducción del mismo provoca una mayor deshidratación de los espermatozoides, 

generando un gradiente osmótico menor, lo que conlleva a que la célula quede protegida 

(Ramónez et al., 2017), promoviendo el alcance de una concentración de solutos a menor 

temperatura, en donde el grado de deshidratación celular es mayor y el gradiente osmótico 

al que se somete será menor. Es posible clasificar estos compuestos en penetrantes y no 

penetrantes, de acuerdo a la capacidad permeable de los mismos sobre la membrana celular, 

además se pueden diferenciar de acuerdo a su naturaleza bioquímica en 3 orígenes: 

alcoholes, azúcares y el dimetilsulfóxido (Martínez et al., 2011). Para alcanzar resultados 

óptimos tras la criopreservación, los espermatozoides deben ser protegidos mediante 

agentes crioprotectores (AC), describiéndose dos tipos básicos: 

2.3.1 Agentes crioprotectores penetrantes (ACP) 

Son compuestos de bajo peso molecular y permeables a través de la membrana plasmática, 

producen una reorganización de los compuestos lipídicos y proteicos de esta, lo cual hace 

que su fluidez incremente, favoreciendo la deshidratación celular a bajas temperaturas 

(Ramónez et al., 2017). Los agentes crioprotectores penetrantes (ACP) más empleados son: 

(glicerol [GLY], dimetilsulfóxido [DMSO], dimetilacetamida [DMA], dimetilformamida [DMF], 

1,2 propandiol, etilenglicol [ETG], propilenglicol, entre otros) (Pradiee et al., 2015). Todos 

estos compuestos deshidratan la célula penetrando en ella y protegiendo el citoplasma 

(Cuevas et al., 2011), atraviesan la membrana espermática y protegen a la célula de las 

lesiones producidas por la congelación a velocidades lentas (Sandoval, 2005). Sin embargo, 

al ser usados en grandes cantidades estos resultan ser tóxicos para el espermatozoide 
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dependiendo del tipo, concentración, temperatura y tiempo de exposición (Cuevas et al., 

2011).  

2.3.1.1 Glicerol (GLY) 

Es el crioprotector más usado, pero no existe uniformidad en cuanto a su concentración 

óptima en los diluyentes comerciales equinos. Presenta un claro efecto negativo, pudiendo 

ser uno de los factores implicados en la baja motilidad y fertilidad post-descongelación que 

ha sido descrito en aves y en equinos (Ávila et al., 2006). Los primeros estudios informaron 

que el glicerol (GLY) reduce la calidad del semen fresco y congelado-descongelado en 

algunas especies (carnero y toro) (Watson & Martin, 1975). También se ha informado que es 

perjudicial cuando se añade a diluyentes a temperaturas superiores a 30°C, así como en 

concentraciones elevadas superiores (> 6 % o < 2 %) (Colas, 1975). El GLY se utiliza 

generalmente en concentraciones de 0,5 a 1,5 molar (M) (aproximadamente 4 a 10% vol/vol) 

(Watson & Fuller, 2001). 

El principal efecto tóxico del glicerol esta desencadenado por el estrés osmótico activo, que 

cambia el contenido de agua de los espermatozoides producido durante su incorporación y 

eliminación en las fases de congelación y descongelación (Ávila et al., 2006), cualquier estrés 

osmótico inducido podría reducir la longevidad de los espermatozoides y acelerar su 

capacitación (Galarza et al., 2023). Por lo que se ha propuesto el uso de crioprotectores 

alternativos permeables de menor peso molecular y viscosidad y mayor permeabilidad, que 

desencadenen un menor estrés osmótico y una menor formación de cristales de hielo 

intracelulares (Ávila et al., 2006). 

2.3.1.2 Dimetilformamida (DMF) 

La dimetilformamida es una sustancia con un peso molecular inferior al del glicerol, se utiliza 

como agente crioprotector y no se comporta como sustancia tóxica durante el proceso de 

criopreservación (Alvarenga et al., 2005). Favorece a disminuir el estrés osmótico que otros 

crioprotectores ocasionan en la célula espermática, es un crioprotector benéfico para 

espermatozoides equinos con baja tasa de supervivencia post-descongelamiento (Gomes et 

al., 2002). Debido a que las amidas son de naturaleza hidrofílica, su interacción con el agua 

reduce la formación de cristales de hielo dentro de la célula. De allí, el éxito de su uso como 

crioprotector para semen de varias especies, incluyendo perros, caballos, cerdos, conejos y 

aves (Alvarenga et al., 2005). 
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2.3.2 Agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP) 

Son sustancias que presentan un alto peso molecular, son muy efectivos en la 

criopreservación a altas velocidades (vitrificación) y promueven la rápida deshidratación 

celular. Son compuestos que no atraviesan la membrana plasmática por su elevado peso 

molecular, generando el efecto protector en el medio extracelular, ya que favorecen un medio 

hipertónico que ocasiona que el agua salga de la célula (deshidratación), previniendo que se 

formen cristales de hielo intracelulares (Ávila et al., 2006). La adición del ACNP se realiza a 

diferentes temperaturas, dependiendo de la permeabilidad y citotoxicidad del mismo, estos 

se pueden añadir o extraer aumentando o disminuyendo gradualmente la concentración del 

crioprotector en el medio, lo que reduce considerablemente el estrés osmótico sobre la célula 

a congelar (Fernández et al., 2009). 

Los crioprotectores no permeables a su vez se clasifican en crioprotectores de alto y bajo 

peso molecular. Los de alto peso molecular son: polímeros como el polivinil alcohol, 

polietilenglicol, ficoll y polivinil pirrolidona y los de bajo peso molecular son: monosacáridos, 

disacáridos como la sacarosa (el más empleado actualmente), trehalosa, glucosa y galactosa 

(Izquierdo et al., 2015) o trisacáridos como la rafinosa en altas concentraciones (100 a 500 

mM), que pueden ser tóxicos para las células (Galarza et al., 2023). 

2.3.2.1 Disacáridos 

Estos compuestos toman su nombre por estar constituidos por la unión de dos moléculas de 

monosacáridos, su fórmula general es C12H 22O11, indicativo de que una molécula de agua es 

eliminada durante la combinación de los monosacáridos. Pertenecen al grupo de los hidratos 

de carbono y son solubles en agua (Maynard et al., 2012). 

Un estudio realizado por De Leeuw et al. (1993) demostró que la adición de disacáridos como 

la sacarosa y trehalosa a los medios de congelación de semen de toro, puede producir ligeras 

mejoras en la supervivencia de los espermatozoides. Por otra parte, Woelders et al. (1997) 

determinaron que la adición de sacarosa y trehalosa contribuye en la protección del 

espermatozoide durante los procesos de criogenización dependiendo de la osmolaridad del 

medio. 

2.3.2.1.1 Sacarosa 

También conocido como O- α-D-glucopiranosil-(1-2)-ß-D-fructuofuranósido (McDonald et al., 

2011), tiene un peso molecular de 342,30 g/mol. Este compuesto está presente en productos 

vegetales como la caña de azúcar y la remolacha azucarera. Es una azúcar reductora debido 
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a que no posee grupos aldehídos o cetonas libres, durante el proceso de hidrólisis enzimática 

por la sacarasa o por acción de un ácido, se obtiene como resultado los dos monosacáridos 

que la integran (Maynard et al., 2012). 

Esta azúcar ejerce su acción crioprotectora sobre la integridad de membrana y la 

estabilización de proteínas durante la deshidratación y rehidratación celular en el transcurso 

de la criopreservación y el calentamiento o descongelación (Leslie et al., 1995). Según un 

estudio por Aisen et al. (2000), en los diluyentes con ausencia de glicerol, los parámetros de 

motilidad post-descongelamiento en espermatozoides de carnero fueron mayores en 

presencia de sacarosa en comparación a aquellos a los que se adicionó glucosa, 

demostrando el efecto crioprotector de los disacáridos. 

 

Figura 1. Estructura de la sacarosa, tomado de Allinger et al. (1984). 

 

2.3.2.1.2 Trehalosa 

La trehalosa es un oligosacárido no reductor, formado por dos moléculas de glucosa, llamada 

también O α-D-glucopiranosil-(1à1)- α-D-glucopiranósido, su peso molecular es igual al de la 

sacarosa 342,30 g/mol. Es un compuesto estable durante los procesos de calentamiento y 

en medios ácidos, ha sido aislada en más de 80 especies entre plantas, hongos, algas, 

levaduras, insectos y otros invertebrados (Ramos et al., 2009). 

Según Rossi. (2012) existen varias investigaciones en bovinos y ovinos de la trehalosa como 

agente crioprotector que han demostrado resultados promisorios en la viabilidad espermática, 

en donde se ha evaluado parámetros como la motilidad en masa, motilidad individual 

progresiva y el % de espermatozoides vivos post-calentamiento. Además, el valor de la 
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trehalosa reside en que es un crioprotector no permeable, que mantiene la estructura de la 

membrana de los espermatozoides contra los efectos del estrés oxidativo y el shock térmico 

producido durante el descenso ultrarrápido de la temperatura (Hu et al., 2010). 

La trehalosa actúa en conjunto con los lípidos de membrana, su acción crioprotectora posee 

un efecto estabilizador de la membrana, lo cual hace que dicha estructura tenga un impacto 

negativo frente a los cambios de temperatura. Al igual que otros azúcares, actúa a nivel 

extracelular manteniendo la presión osmótica y la integridad de membrana (Rossi, 2012). 

Otros estudios determinan que el diluyente en adición a la trehalosa mejora la acción 

antioxidante y reduce el estrés oxidativo de los procesos de criopreservación. Por ello, la 

trehalosa favorece la deshidratación, reduciendo significativamente el efecto negativo del flujo 

de agua de la membrana, que ocurre durante la criopreservación y la formación de hielo 

intracelular (Yildiz et al., 2000). 

 

Figura 2. Estructura de la trehalosa, tomado de Valenzuela. (2012). 

 

2.3.2.2 Trisacáridos 

Existen muy pocos trisacáridos conocidos y básicamente están constituidos por la unión de 

tres moléculas de monosacáridos, su fórmula general es C18H32016, son muy semejantes a 

los disacáridos en su estructura, uno de los más comunes es la rafinosa (Beyer & Wolfgang, 

1987). En los procesos de criopreservación se ha visto que estos compuestos tienen una 

mayor capacidad protectora frente a los daños ocasionados por la formación de cristales de 

hielo intra y extracelular y al estrés osmótico consecuente de los medios de criopreservación, 

protegiendo la membrana celular durante los procesos de enfriamiento y congelación (Suárez 

et al., 1991). 
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2.3.2.2.1 Rafinosa 

Es el compuesto más abundante de los trisacáridos, su peso molecular es de 504,42 g/mol 

(McDonald et al., 2011). Es un derivado de los procesos industriales de la sacarosa, se puede 

encontrar en fuentes de origen vegetal y en pequeñas concentraciones en la remolacha 

azucarera, se estima que las semillas de algodón contienen aproximadamente 80 g de 

rafinosa por kg. Al final del proceso de hidrólisis se obtienen 3 moléculas de monosacáridos, 

glucosa, fructosa y galactosa. Esta azúcar como muchas otras juega un papel crioprotector 

al interactuar con los lípidos y proteínas de membrana, reduciendo considerablemente la 

posibilidad de daño celular grave por la formación de cristales de hielo intracelulares  (Storey 

et al., 1998; Agca et al., 2002). Se ha documentado las propiedades crioprotectoras de 

diferentes azúcares contra los daños inducidos por la congelación y descongelación en varios 

tipos celulares (Yildiz et al., 2000; Agca et al., 2002; Bucak et al., 2007).  

El efecto de la rafinosa se relaciona con el estrés oxidativo, en donde se involucra de manera 

indirecta la señalización y desencadenamiento de la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (Van Den Ende & Valluru, 2009). Ha sido empleada en diferentes procesos 

de criopreservación de espermatozoides de roedores, en un estudio elaborado por Tada et 

al. (1990), se demostró que al adicionar 18% de rafinosa a un medio de criopreservación para 

ratones, mejora significativamente los parámetros de motilidad y la capacidad de fertilización, 

debido a la mayor protección contra el shock térmico que la rafinosa proporciona frente a la 

sacarosa, además determinó que el GLY y la DMF fueron menos eficientes. 

 

Figura 3. Estructura de la rafinosa, tomado de Minen. (2021) 

2.4 Análisis Espermático Asistido por Computador (CASA-SCA®) 

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

Analysis) evalúa con mayor seguridad y objetividad las características de movilidad individual 
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de los espermatozoides (Varner, 2008). Además, la habilidad de analizar la morfología y 

concentración espermática (Dascanio, 2014). Este sistema computarizado basa su análisis 

en la captura y digitalización de imágenes sucesivas con una cámara montada en un 

microscopio de contraste de fase del movimiento de cada espermatozoide, para interpretarse 

mediante un software y reflejarse en una serie de parámetros calculados matemáticamente 

(Varner, 2008). 

2.4.1 Motilidad espermática 

La motilidad espermática es una de las pruebas comúnmente empleadas para evaluar la 

calidad de una muestra seminal, permitiendo diferenciar entre muestras de baja y alta calidad 

(Puga et al., 2018). La evaluación del porcentaje de la capacidad de movimiento espermático, 

debe tener movimientos progresivos, esto da información de la calidad de la integridad 

morfológica de los espermatozoides y de la membrana espermática (Veloz, 2017). El sistema 

CASA-SCA® obtiene la evaluación a través de algoritmos basada en el movimiento de la 

cabeza del espermatozoide y su dimensión, además pueden realizar un análisis de 

movimiento a través de videocámaras, adaptadas al microscopio capturando diferentes 

cuadros en los cuales se determinan las características del movimiento espermático 

incluyendo: motilidad total (MT, %) y progresiva (%), velocidad curvilínea (VCL), velocidad 

rectilínea (VSL), velocidad promedio (VAP), linealidad (LIN), rectitud (STR), oscilación (WOB), 

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), y frecuencia de batida del flagelo 

(BCF) (Ley et al., 2002; Baumber, 2011). Las velocidades espermáticas, principalmente 

velocidad curvilínea (VCL) y velocidad en línea recta (VSL) son las dos características 

cinemáticas relacionadas con el potencial de fertilidad. (VCL) es una herramienta que permite 

la identificación de la reserva de espermatozoides en la unión útero-tubal en ratones, mientras 

que los espermatozoides que presentan altos valores de (VSL) tienen un alto potencial de 

fertilidad en humanos, en equinos aún no hay estudios que demuestran una correlación 

directa, pero se cree que el obtener valores altos (VCL y VSL) puede estar relacionado con 

un alto potencial de fertilidad (López et al., 2007). 

Al momento de la evaluación se debe proveer al esperma un medio controlado que no cause 

cambios drásticos a su normal funcionamiento y por ende nos den resultados equivocados. 

Para proceder con la visualización del semen, se debe utilizar microscopía adecuada de 

contraste 20X y 40X aumentos, el aumento final debe ser de 200X y 400X respectivamente, 

el microscopio usado debe tener una temperatura ajustada a 37°C (Love, 2016). Un semental 

se considera apto para congelación al tener valores de motilidad progresiva entre el 60-70 % 

en semen fresco y 30-35% en semen post-descongelación. Con la observación de la motilidad 
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se evalúa la viabilidad del esperma en busca de la existencia de anomalías morfológicas y la 

concentración de espermatozoides en la muestra observada (Benjumeda & Gómez, 2017). 

2.4.2 Morfología espermática 

Se define a la forma anatómica del espermatozoide y consiste en uno de los principales 

factores a evaluar en una muestra seminal (Veloz, 2017). La morfología puede ser analizada 

diluyendo una alícuota de semen en una solución fijadora y examinando la muestra entre un 

porta y cubreobjetos en el microscopio de contraste de fases (Garner et al., 1986). Se evalúa 

si los espermatozoides presentan alteraciones morfológicas, para lo cual se usan sustancias 

buffer en formol o por tinción. Se clasifican las anormalidades morfológicas en: primarias, que 

se asocian con defectos en la espermatogénesis de origen testicular; secundarias, que se 

asocian a conductos extra testiculares y terciarias, que se desarrollan in vitro, como 

consecuencia de una colecta errónea o un manejo del semen inapropiado (Gonzales et al., 

2015). 

En el 50% de los casos en equinos, la inserción de la cola es abaxial y no es de forma central 

como en la mayoría de las especies; por ende, el patrón de motilidad progresiva no es 

rectilíneo (Ortega, 2001). En promedio un semental debe de tener un 50% de 

espermatozoides morfológicamente normales, aunque puede variar considerablemente 

durante la temporada reproductiva y en las evaluaciones rutinarias. La evaluación de la 

morfología de los espermatozoides nos indica las distintas anomalías de cabezas y piezas 

intermedias, acrosomas anormales, presencia de gotitas proximal y distal, cabezas 

desprendidas, piezas intermedias, colas dobladas, colas en espiral y células germinales 

prematuras. Se considera un eyaculado de baja calidad cuando son encontrados porcentajes 

superiores al 30% de defectos en la cabeza, 25% de gotas citoplasmáticas proximales o 40% 

de espermatozoides anormales (Brito, 2007). En consideraciones generales el material 

espermático no debe tener más del 30% de anomalías en la totalidad del eyaculado (Veloz, 

2017). 

2.4.3 Concentración espermática 

Esta se determina a través de espermatozoides por unidad de volumen. Se puede medir la 

concentración por medio de recuento en la cámara de Neubauer o por espectrofotómetro. El 

cálculo de la concentración espermática es importante, ya que permite determinar la dosis 

inseminante correcta, o calcular el volumen de las muestras para los diferentes ensayos 

(Dutra et al., 2013). Los valores de la concentración espermática media en equinos fluctúan 

entre los 150 y 300 millones/ml (Hafez, 2000), con un rango de variación muy amplio de 30 - 
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800 millones/ml. El número total de espermatozoides dependerá básicamente de tres 

factores: el mismo semental, la estación del año y la frecuencia de eyaculado (Warren et al., 

1979). 

2.4.4 Integridad de membranas plasmática y membrana acrosomal 

La membrana espermática (ME) es una estructura heterogénea y dinámica que presenta 

cinco dominios diferentes: acrosoma, segmento ecuatorial, región post-acrosomal, pieza 

intermedia y cola. Participa en el reconocimiento y transporte de moléculas, con funciones 

específicas que permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo al medio 

circundante, proporcionándole un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito 

(Hammerstedt et al., 1990). El proceso de congelación-descongelación seminal afecta 

considerablemente la integridad estructural y funcional de los dominios de estas membranas, 

produciéndose un efecto deletéreo que menoscaba los resultados de la valoración de 

motilidad, vitalidad y viabilidad espermática post-descongelación (Pérez et al., 2001; Vera, 

2001; Madrid, 2004; Rubio, 2006; Rubio et al., 2007). De aquí deriva que la evaluación 

morfológica o estructural del espermatozoide haga énfasis en la valoración de la integridad 

de su membrana plasmática (MP) y acrosomal (MA), por su rol preponderante como límite 

celular y por ser responsable de hacer efectivas las interacciones entre células tanto en 

términos de integridad morfológica, como funcional (Alvarenga et al., 2005). 

En el análisis de las células espermáticas, algunas de las técnicas que han sido desarrolladas 

subestiman la capacidad fecundante, lo que hace necesario la implementación y el uso de 

tecnologías de análisis seminal, además de tener en cuenta los factores extrínsecos e 

intrínsecos a los cuales se somete el espermatozoide, lo que influencia en el proceso de la 

fecundación por el uso de semen de garañón o padrote. Es así,́ como las técnicas y métodos 

son la manera más segura, entre algunas de ellas se encuentran las microscopías 

fluorescentes, que permiten identificar las membranas con integridad conservada (Restrepo 

et al., 2013; Reyes et al., 2022). 

2.4.4.1 Evaluación seminal por técnicas fluorescentes 

El descubrimiento de una variedad de fluorocromos y de compuestos conjugados a sondas 

fluorescentes, ha permitido un análisis más amplio de los atributos de los espermatozoides 

(Gillan et al., 2005). La evaluación del semen equino por técnicas fluorescentes puede valerse 

de diferentes tecnologías para la visualización y cuantificación de la fluorescencia emitida por 

la célula y los compartimentos celulares. Las principales técnicas utilizadas son la 

microscopía de epifluorescencia, la fluorimetría y la citometría de flujo (Restrepo et al., 2013). 
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2.4.4.1.1 Microscopía de fluorescencia 

Para los estudios de ácidos nucleicos, los fluorocromos más empleados son el yoduro de 

propidio (IP) (Parra, 1997). El IP es una tinción nuclear y por lo mismo sirve como tinción 

espermática de contraste (Cox et al., 1998), se trata de una tinción no permeable, esta no 

difunde al interior de la membrana plasmática cuando está intacta (Varner, 2008). Emite una 

fluorescencia roja cuando se asocia a los ácidos nucleicos del espermatozoide con la 

membrana celular dañada (Bollwein et al., 2008), solo tiñe los núcleos de los espermatozoides 

muertos (Restrepo et al., 2013), como consecuencia de la unión a la doble hélice nuclear 

(Parra, 1997). Recientemente se ha incorporado la utilización de lectinas asociadas a 

fluoresceínas como marcadores de acrosoma y de modificaciones plasmáticas en espermios 

eyaculados. Las lectinas son glicoproteínas que se unen específicamente a terminales 

azúcares ubicados en las estructuras celulares y por lo mismo, se han utilizado como 

marcadores específicos de glicoconjugados localizados, tanto en el acrosoma intacto como 

en la matriz acrosomal. Las lectinas permiten localizar cambios en la distribución de los 

azúcares sobre la membrana de los espermatozoides (Schwarz & Koehler, 1979). Para 

microscopía de fluorescencia se utilizan fluorocromos como el isoticianato de fluoresceína 

(FITC) conjugado con lectinas, que tienen afinidad por el acrosoma, donde PNA-FITC se une 

a los terminales β-galactosa que se encuentran dentro de la membrana acrosomal externa 

(Hernández et al., 2012; Silva & Gadella, 2006). En donde se une al contenido acrosomal de 

los espermatozoides de la especie humana y equina, luego de la permeabilización de la 

membrana plasmática, determinando así la presencia o ausencia de la matriz acrosomal. Con 

esta técnica se pueden identificar claramente dos patrones: el primero corresponde a los 

acrosomas que fluorescen completamente de color verde, indicando un acrosoma intacto; y 

el segundo como solo una banda fluorescente en el segmento ecuatorial de la cabeza del 

espermatozoide, indicando la ocurrencia de la reacción acrosómica (Ramalho et al., 2007). 

Al haber daño en la membrana acrosomal, las lectinas pueden unirse a su zona de anclaje, 

reflejándose como fluorescencia de color verde (Ugarelli et al., 2017), clasificándolos en 

intactos y reaccionados, aquellos que se tiñen de verde fluorescente tienen el acrosoma 

intacto (ACI) y como (ACR) acrosoma reaccionado cuando el verde fluorescente no está 

presente en la región de la cabeza, o cuando está presente en la región ecuatorial de la 

cabeza (Hernández et al., 2017).  

Se pueden usar combinaciones de tinciones para incrementar la información obtenida, como 

por ejemplo la combinación de yoduro de propidio (IP) + PNA/FITC la cual brinda información 

de la membrana plasmática más el estado del acrosoma (Graham & Mocé, 2005), esta 
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permite la evaluación del porcentaje de células que han perdido sus acrosomas pero que 

mantienen intacta la membrana sobre el núcleo, o sea, el porcentaje de espermatozoides con 

reacción acrosómica “verdadera” (Berger, 1990). Ambos fluorocromos actúan mediante la 

penetración de la membrana espermática y evalúan la integridad de la membrana del 

espermatozoide, marcando las células viables.  La asociación IP - PNA/FITC permite la 

detección de 4 subcategorías de células: I) viable, acrosoma intacto; II) viable, reacción 

acrosómica “verdadera”; III) muerto, acrosoma intacto; IV) muerto, reacción acrosómica 

“falsa” o por degeneración celular (Centola et al., 1990). 

2.5 Daños durante la criopreservación seminal 

Durante los procesos de criopreservación se producen daños letales y subletales en los 

espermatozoides similares a la apoptosis que afectan a la viabilidad e integridad de los 

espermatozoides y por lo tanto a su vida media y capacidad fecundante (Alvarenga et al., 

2005). El daño producido sobre los espermatozoides durante un proceso de criopreservación 

(congelación o vitrificación), se han asociado a la formación de cristales de hielo intracelulares 

(Morris et al., 2012), este efecto es producido principalmente por el cambio en la osmolaridad, 

lo cual desencadena la pérdida de agua por parte del espermatozoide hacia un medio 

extracelular hiperosmótico, con la finalidad de equilibrar el medio intra y extracelular. Durante 

el proceso de descongelación o calentamiento, la célula es expuesta a una solución 

hipotónica en el medio extracelular, lo cual por difusión pasiva permite el ingreso de agua 

hacia el medio intracelular, incrementando el volumen espermático, dicho estrés al cual es 

sometido el espermatozoide puede causar daños irreversibles a la membrana celular 

(Pommer et al., 2002; Scherzer et al., 2009). 

En este daño celular los espermatozoides son sometidos a estrés térmico, mecánico, 

osmótico y oxidativo. También durante la criopreservación se produce la formación de 

especies reactivas del oxígeno (ROS), las mismas no sólo son nocivas para la supervivencia 

celular; sino que también inducen, junto a otros factores a la criocapacitación. Así, en el 

transcurso del proceso de criopreservación se produce una pérdida de la movilidad y 

viabilidad de los espermatozoides, asociada a alteraciones en la composición y permeabilidad 

de la membrana plasmática, acrosomal y daño mitocondrial. Todos estos eventos reducen la 

supervivencia del espermatozoide y su capacidad para interactuar con el tracto reproductivo 

femenino registrándose bajas tasas de preñez. Es por ello que en la criopreservación se 

utilizan distintos protocolos de congelación, diluyentes y agentes crioprotectores, que tienen 

como propósito proteger a los espermatozoides de los posibles daños y evitar o reducir la 

criocapacitación (De Oliveira et al., 2019). 
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2.5.1 Estrés oxidativo 

Durante el metabolismo oxidativo fisiológico de las células espermáticas se producen ROS, 

que desempeñan un papel importante en la funcionalidad espermática de capacitación, 

reacción acrosómica y el mantenimiento de la capacidad fecundante, entre otros. El problema 

se desencadena cuando se produce un desequilibrio en la producción o degradación de estas 

sustancias, desencadenando efectos adversos sobre los espermatozoides que afectan a la 

membrana plasmática, el ADN o parámetros espermáticos como la motilidad (Gutiérrez, 

2014). Además, producen muerte celular o daños subletales que disminuyen la vida media 

espermática y capacidad de fecundación. Los espermatozoides equinos dañados o 

anormales, que forman parte de la población heterogénea tras la descongelación generan 

mayor cantidad de ROS que los vivos o normales, afectando negativamente a estos (Tortolero 

et al., 2005). 

2.5.2 Estrés osmótico 

Al reducir la temperatura por debajo de los 20ºC el espermatozoide comienza a presentar 

cambios biofísicos, principalmente en la membrana plasmática, pero cuando se somete a 

temperaturas entre los (0ºC y los -20ºC o hasta los -60ºC) el espermatozoide sufre efectos de 

descompensación iónica y de líquidos suficientemente graves. Los cristales de agua pura se 

comienzan a formar al bajar de -5ºC, y por el mismo fenómeno de cristalización todos los 

solutos quedan separados del cristal, aumentando así la concentración de sales en la porción 

de agua que aún no se congela. Este fenómeno lleva a un aumento en la presión osmótica, 

y al ser el agua dentro del espermatozoide más lenta en formar cristales que el agua fuera de 

este, ocurre una salida de agua al medio extracelular por gradiente osmótica a través de la 

membrana plasmática. Como resultado de esto el espermatozoide se deshidrata (Fernández 

et al., 2009). 

El estrés osmótico se ha asociado con efectos adversos sobre la motilidad, la viabilidad y el 

potencial de membrana mitocondrial de las células espermáticas equinas, que podrían estar 

asociadas con el estrés oxidativo y es producido como resultado del incremento de los niveles 

de ROS a causa del choque térmico, la naturaleza química de los crioprotectores utilizados, 

de la alteración de la disponibilidad y la funcionalidad de los antioxidantes endógenos a causa 

de la remoción del plasma seminal y de la alteración estructural de los antioxidantes a causa 

de los efectos térmicos y tóxicos del proceso (Elgueta, 2018). Existe un rango de tolerancia 

osmótica espermática que en el equino está entre los 450 y los 1500 mOsm/Kg (Gutiérrez, 

2014). 
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2.5.3 Estrés térmico 

Durante el proceso de criopreservación se producen alteraciones en las propiedades 

termodinámicas y estructurales de los espermatozoides que afectan a su viabilidad, debido a 

los cambios bruscos de temperatura, afectándose principalmente la membrana plasmática y 

acrosomal (Aretio, 2006), desencadenando una pérdida de integridad, funcionalidad y fluidez, 

provocando alteraciones en la distribución y función de las proteínas de membrana, como 

consecuencia se altera la viabilidad espermática (Gutiérrez, 2014). El daño espermático que 

resulta de un choque térmico va a depender no solo de la baja de temperatura, sino también 

de la velocidad con que esta ocurra. Se ha establecido que cada tipo celular posee una 

velocidad óptima de congelación que garantiza su supervivencia luego de la criopreservación, 

si la velocidad de congelación es demasiado rápida o demasiado lenta el estrés producido 

por el proceso de criopreservación aumenta (Aretio, 2006). 

2.5.4 Estrés mecánico 

Los daños en las estructuras celulares del espermatozoide ayudan a explicar el descenso de 

la movilidad y por ende de la fertilidad. Se ha reportado que los daños en la mitocondria están 

asociados a la disminución de la movilidad, pero también se ha encontrado que el semen con 

alto grado de daños a nivel del ADN nuclear registra una marcada disminución de la movilidad 

y velocidad espermática post-descongelación. La viabilidad de las células, definida como las 

células con membrana plasmática intacta y función mitocondrial, han sido seleccionados 

como indicadores para la evaluación de la calidad espermática, especialmente para la 

crioconservación del esperma, cuya membrana plasmática y mitocondrial pueden ser 

dañadas durante el proceso de crioconservación (Alvarenga et al., 2005). 

2.5.5 Apoptosis 

Es un proceso de muerte celular programado desencadenado a través de la vía extrínseca, 

iniciado por los receptores de la familia del factor de necrosis tumoral o la vía intrínseca 

activada en células con alteraciones en la homeostasis debido al estrés térmico, hipoxia o 

radicales libres, o también como mecanismo fisiológico para eliminar los espermatozoides del 

tracto reproductor de la hembra. Los procesos de congelación y descongelación inducen a 

fenómenos similares a la apoptosis (Gutiérrez, 2014).
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3. Materiales y métodos 

3.1 Materiales 

3.1.1 Materiales físicos 

 Vagina artificial (VA) Hannover para equinos (Ref: 11220/0145, Minitube®, Alemania) 

 Manga interior (goma) para vagina artificial (VA) Hannover (Ref: 11222/0003, 

Minitube®, Alemania) 

 Botella colectora de semen para VA equina (Ref: 11231/0200, Minitube®, Alemania) 

 Parafilm®M (Ref: P7793, Sigma-Aldrich) 

 Lubricante K-Y Gel® (Ref: SKU 100021489, REBE) 

 Liners colectores 

 Termómetro 

 Caja de polietileno 

 Papel aluminio 

 Guantes de inspección 

 Balanza electrónica de precisión (Ref: 00101) 

 Microcentrífuga (PLC-01) 

 Portaobjetos y cubreobjetos 

 Cámara de Neubauer (Ref: 81001MF) 

 Caja criogénica de 2 rampas (24 y 10 cm de altura) 

 Esterilizador UV (SKU:AE10187) 

 Pajuelas de 0,5 ml (IMV, L’Aigle Cedex, Francia) 

 Criotubos de 2 ml (NEST SCI.) 

 Refrigeradora 

 Tanque de nitrógeno líquido 

 Tubos eppendorf de 1,5 ml 

 Baño María 

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

 Vasos de precipitación de 10 ml 

 Dispositivo de calentamiento (STC-3008) 

 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-SCA®, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0.9, 

software. Microptic S.L., Barcelona, España) 
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3.1.2 Materiales biológicos 

 Cuatro reproductores equinos: caballos españoles 

 Eyaculados de caballo 

3.1.3 Materiales químicos y reactivos 

 Diluyente Botusemen-Special® (Ref: 550/Botu/Special, BotuPharma, Brasil) 

 Diluyente Botusemen-Gold® (Ref: 008/Botu/Special, BotuPharma, Brasil) 

 N-Dimetilformamida (DMF) (Ref: D119-4) 

 Albúmina sérica bovina (BSA) 

 Sacarosa (S0389, Sigma – Aldrich) 

 Trehalosa (T9531, Sigma – Aldrich) 

 Rafinosa (R0250, Sigma – Aldrich) 

 HEPES (Fluorescencia/ Salt, NaCl, KOH, glucosa, agua destilada) 

 Yoduro de propidio (IP, P4170, Sigma – Aldrich) 

 Aglutinina (PNA-FITC, L7381, Sigma – Aldrich) 

 Tinción SpermBlue® (SB-250-N) 

 Resina sintética   
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3.2 Métodos 

3.2.1 Área geográfica de estudio 

La recolección de semen de caballo se realizó en la Yeguada El Carmen, ubicada en la 

comunidad Lentag, perteneciente a la parroquia Asunción del cantón Girón de la provincia del 

Azuay (latitud -2,35; longitud -79,2333), a una altitud de 1.503 m.s.n.m. y una temperatura 

promedio de 17°C.  

 

Figura 4. Yeguada el Carmen (Lentag, Asunción, Girón, Azuay). Fuente: Google Earth, 

(2023). 

El procesamiento de las muestras se realizó en el Laboratorio de Biotecnología de la 

Reproducción Animal de la Universidad de Cuenca, ubicada en la Granja Irquis, área que se 

encuentra en la provincia del Azuay, cantón Cuenca, parroquia Victoria del Portete cuyas 

coordenadas son (latitud -3,08; longitud -79,0752), a una altitud de 2.671 m.s.n.m. y una 

temperatura entre 12 y 18 °C. 
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Figura 5. Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal (Granja Irquis). Fuente: 

Google Earth, (2023). 

3.2.2 Diseño experimental 

El estudio realizado incluyó un total de 16 eyaculados provenientes de 4 caballos españoles 

adultos, fértiles y clínicamente sanos. El semen de cada caballo fue recolectado una vez por 

semana durante 4 semanas. Inmediatamente a la colecta, cada eyaculado fue diluido en una 

relación 1:1 con Botusemen-Special® y posteriormente fue transportado al Laboratorio de 

Biotecnología de la Reproducción Animal de la Universidad de Cuenca, donde inicialmente 

se evaluó la cinemática y morfometría de la muestra fresca. El semen diluido fue centrifugado 

a 400 gravedades durante 10 minutos y el pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml de 

diluyente Botusemen-Gold®. A esta muestra se le llamó “muestra stock, cada muestra stock 

se dividió en 4 alícuotas y se ajustó a una concentración inicial de 100 X 106 spz/ml.  

Cada alícuota fue usada para elaborar los cuatro tratamientos según la adición del ACNP: 

1. Congelación convencional (CC), control: Se empleó el medio Botusemen-Gold® + 5% 

de DMF. Un total de 96 pajuelas fueron congeladas (6 pajuelas por eyaculado; 24 pajuelas 

/ caballo). 

2. Vitrificación con sacarosa (VIT-Sa): Se empleó el medio Botusemen-Gold® + 1% de 

BSA +100 mM de sacarosa. Se vitrificó un total de 32 criotubos (2 criotubos /eyaculado; 

8 criotubos /caballo). 
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3. Vitrificación con trehalosa (VIT-Tre): Se empleó el medio Botusemen-Gold® +100 mM 

de trehalosa + 1% BSA. Se vitrificó un total de 32 criotubos (2 criotubos / eyaculado; 8 

criotubos /caballo). 

4. Vitrificación con rafinosa (VIT-Raf): Se empleó el medio Botusemen-Gold® + 1% de 

BSA + 50 mM de rafinosa. Se vitrificó un total de 32 criotubos (2 criotubos / eyaculado; 8 

criotubos /caballo). 

 

Figura 6. Diseño experimental.  Fuente: Los autores, (2023). 

3.2.2.1 Recolección y transporte de semen 

Para este proceso, se empleó una vagina artificial de tipo Hanover (rígida) la cual fue armada 

a una temperatura entre 45 y 50°C, de tal modo que al momento de la colecta esta había 

disminuido entre 38 y 39°C. Los tubos colectores con sus respectivos filtros fueron cubiertos 

con papel aluminio para evitar el contacto directo del eyaculado con la luz solar. Previo a la 

colecta se realizó un lavado del pene, con el fin de reducir la posibilidad de contaminación de 

la muestra. Concluida la colecta, las muestras obtenidas fueron fraccionadas en dos 

porciones, la primera para la evaluación en fresco y la segunda para el procesamiento y 

criopreservación, la cual fue prediluida en relación 1:1 con el diluyente comercial Botusemen-

Special® previamente atemperado a 37°C. Inmediatamente, las muestras fueron 

transportadas a temperatura ambiente (22°C) al Laboratorio de Biotecnología de la 

Reproducción Animal de la Universidad de Cuenca. 
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3.2.2.2 Procesamiento del semen y asignación de tratamientos 

Una evaluación inicial de la motilidad de las muestras frescas y diluidas fueron realizadas 

tomando 5µl de semen atemperado a 37 °C. La motilidad inicial, así como los parámetros 

cinéticos fueron medidos mediante el Sistema Computarizado CASA-SCA®. 

Posterior a ello, se realizó la determinación de la concentración de la muestra de la muestra 

espermática, utilizando la cámara de Neubauer empleando la dilución 1:1 (muestra: 

diluyente), se tomó 10 µl de la misma y se colocó en la cámara de Neubauer recubierta por 

un cubreobjetos y se procedió a contar los espermatozoides mantenidos dentro de los 5 

cuadrantes usando un microscopio óptico de campo claro a 40X de magnificación, el total de 

espermatozoides contados se multiplico por 107 (constante) y el valor obtenido fue expresado 

en millones (Galarza et al., 2018). 

 

Figura 7. Conteo de espermatozoides en la cámara de Neubauer. Adaptado de Rodríguez, 

(2018). 

Cada fracción de muestra prediluida 1:1, fue centrifugada a 400 gravedades durante 10 

minutos, posterior a ello se procedió a extraer el sobrenadante de cada tubo falcón de 15 ml 

y el pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml del diluyente Botusemen-Gold®, denominada 

muestra stock. Cada muestra stock se dividió en 4 alícuotas para los cuatro tratamientos 

respectivamente, ajustada a un volumen de 1ml y a una concentración inicial de 100 X 106 

spz/ml. Para estas muestras iniciales se usó el diluyente Botusemen-Gold®. Inmediatamente, 

se adicionó a cada alícuota, 1 ml de medio Botusemen-Gold® + BSA (1%) con el doble de 

concentración de agentes crioprotectores de la siguiente manera: CC, 10% de DMF; VIT-Sa, 
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200 mM de sacarosa; VIT-Tre, 200 mM de trehalosa; y VIT-Raf, 100 mM de rafinosa. Como 

resultado de estas mezclas, se obtuvo un volumen final de 2 ml en cada alícuota y las 

concentraciones de 5% de DMF, 100 mM de sacarosa, 100 mM de trehalosa y 50 mM de 

rafinosa. 

3.2.2.3 Congelación convencional 

Las muestras del tratamiento 1 se sometieron a un proceso de refrigeración a 5°C para 

equilibrar las muestras durante 2 horas. Luego de este proceso, se cargaron las muestras 

espermáticas en pajuelas de 0,5 ml y se sellaron con alcohol polivinílico (PVOH). Para su 

congelación se usó un sistema criogénico de dos rampas detallado por Tamay et al. (2022), 

en donde las pajuelas primero fueron colocadas en la rampa superior ubicada a una altura de 

17 cm del nivel de NL2 y se mantuvo durante 4 minutos; por consiguiente, las pajuelas fueron 

trasladadas a la rampa inferior que se encontró a 7 cm del nivel de NL2 y se mantuvo durante 

2 minutos. Finalmente, las pajuelas fueron sumergidas directamente en el NL2 y se 

almacenaron a -196 °C hasta su descongelación y posterior análisis. 

La descongelación de pajuelas se realizó sumergiéndolas en baño María a 37ºC durante 30 

segundos, seguido a ello el contenido de las pajuelas fue vaciado en tres tubos eppendorf 

obteniendo como resultado 3 réplicas por pajuela, las cuales se mantenían atemperadas en 

baño María a la temperatura antes mencionada. Posteriormente las muestras descongeladas 

fueron evaluadas su cinética, integridad de membranas y las medidas morfométricas de la 

cabeza del espermatozoide. 

3.2.2.4 Vitrificación  

Las muestras de los tratamientos 2, 3 y 4 fueron equilibradas durante 1 hora a 5°C previo a la 

vitrificación. La VIT se realizó dejando caer gotas de 30 µl de los diferentes tratamientos de 

vitrificación, desde una altura de 15 cm directamente sobre el NL2. Los pellets formados 

fueron rescatados con un colador metálico y almacenados en criotubos de 2 ml, para luego 

ser transportados a un tanque de almacenamiento de NL2 a -196°C hasta el calentamiento y 

su posterior evaluación. 

El calentamiento de los pellets se realizó en el dispositivo de calentamiento “STC-3008” 

ajustado a una temperatura de 65ºC según lo detallado por Galarza et al. (2023), los pellets 

se deslizaron en las platinas térmicas durante 3 segundos y el contenido fue recolectado en 

un vaso de precipitación de 10 ml, seguido a esto, la muestra fue centrifugada a 300 

gravedades durante 5 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 
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el diluyente Botusemen-Special®. De igual manera que en la descongelación se obtuvieron 3 

réplicas por criotubo, las cuales se mantenían atemperadas en baño María a 37ºC. 

Posteriormente las muestras calentadas de los tratamientos 2, 3 y 4 fueron evaluadas su 

cinética, integridad de membranas y las medidas morfométricas de la cabeza del 

espermatozoide. 

3.2.2.5 Análisis de motilidad 

La cinemática de las muestras espermáticas frescas y post-criopreservación de los 

tratamientos fueron evaluados analíticamente mediante el sistema computarizado CASA-

SCA®, tomando 5µl de cada muestra y colocándolos en un portaobjetos con su respectivo 

cubreobjetos, ambos previamente atemperados a 37°C. El sistema CASA-SCA® estuvo 

acoplado a un microscopio de contraste de fases y se registró los siguientes parámetros: 

motilidad total (MT, %), motilidad progresiva (MP, %), velocidad curvilínea (VCL, µm/s), 

velocidad promedio (VAP, µm/s), velocidad rectilínea (VSL, µm/s), linealidad (LIN, %), rectitud 

(STR, %), oscilación (WOB, %), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, µm), 

y frecuencia de batida del flagelo (Hz) en 3 campos con 200 trayectos de espermatozoides 

en  promedio por cada réplica de los distintos tratamientos, luego dichos campos fueron 

limpiados manualmente. 

3.2.2.6 Evaluación de la integridad de membranas 

La integridad de membranas fue evaluada mediante la prueba de doble tinción fluorescente 

IP + PNA/FITC. La tinción de fluorescencia fue preparada mezclando 50 µl de IP más 50 µl 

de PNA/FITC aglutinina en ausencia de luz cubriéndolos con papel aluminio hasta su uso. 

Posteriormente se tomó 30 µl de muestra por cada réplica de cada tratamiento, la cual fue 

diluida en 200 µl de HEPES (solución tampón) a una concentración promedio de 20 x 106 

spz/ml, y en las mismas condiciones de oscuridad se adicionó 10 µl de tinción IP + PNA/FITC. 

Se analizaron cuatro subpoblaciones espermáticas mediante conteo celular (100 spz) en un 

equipo de epi-fluorescencia (excitación: 450–490 nm y emisión: 520 nm), según lo detallado 

por Tamay et al. (2022), las subpoblaciones a analizar fueron: IPIA, membrana plasmática 

intacta y acrosoma intacto; IPDA, membrana plasmática intacta y acrosoma dañado; DPIA, 

membrana plasmática dañada y acrosoma intacto; y DPDA, membrana plasmática dañada y 

acrosoma dañado. Además, el total de espermatozoides con la membrana plasmática íntegra 

(Total IP: IPIA + IPDA) y acrosoma íntegro (Total IA: IPIA + DPIA) fueron calculados. 
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3.2.2.7 Evaluación de morfometría de la cabeza de los espermatozoides  

Finalmente se realizó un frotis colocando 10 µl de muestra y 12 µl de tinción SpermBlue® en 

el extremo de un portaobjetos, estas fueron homogenizadas y arrastradas con otro 

portaobjetos. Los frotis se secaron sobre la placa térmica para ser fijados con cubreobjetos 

largos empleando resina sintética, dicha técnica se describió previamente por Galarza et al. 

(2021). Posteriormente, el análisis de morfometría de la cabeza de los espermatozoides se 

realizó automáticamente utilizando el módulo ASMA (Automated Sperm Morphology Analysis) 

del mismo sistema CASA-SCA®, tanto en muestras frescas y criopreservadas  se analizaron 

100 imágenes de cabezas teñidas a 60X aumentos, para obtener las dimensiones 

morfométricas: largo (L, µm), ancho (W, µm), área (A, µm2), perímetro (P, µm), elipticidad 

(L/W, µm), elongación ((L-W)/(L+W), µm), rugosidad (4πA/P2, µm) y regularidad (πLW/4A, 

µm), de los espermatozoides fijados. 

3.3 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de las diferentes evaluaciones espermáticas fueron analizados en el 

software STATISTICA v.12., para Windows (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Previo a los análisis 

estadísticos, los datos fueron sometidos a la prueba de Shapiro-Wilk para determinar una 

distribución normal; aquellos datos que no siguieron una distribución normal fueron 

transformados a Arcoseno o Log-10 (porcentuales y numéricos, respectivamente). Se empleó 

un ANOVA unidireccional y la prueba post Hoc de Bonferroni para evaluar el efecto de los 

diferentes agentes crioprotectores no penetrantes (sacarosa, trehalosa y rafinosa) frente a la 

congelación convencional sobre la cinemática, integridad de membranas y dimensiones 

morfométricas de la cabeza espermática en muestras equinas frescas y criopreservadas. 

Además, el factor “reproductor” (caballo) fue incluido como covariable en este análisis debido 

a la variabilidad entre algunos caballos. El nivel de significancia fue considerado como (P < 

0,05).
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4. Resultados 

4.1 Cinemática 

Los parámetros cinemáticos de espermatozoides frescos y criopreservados de los diferentes 

tratamientos de congelación (CC) y vitrificación (VIT-Sa, VIT-Tre y VIT-Raf) se muestran en 

las Figuras 8 – 11. 

En general, los parámetros cinemáticos como las motilidades (MT y MP), velocidades 

curvilíneas (VCL y VCL-R) y la ALH fueron afectados por los procesos de criopreservación 

(congelación y vitrificación), debido a que sus valores se redujeron significativamente (P < 

0,05) después de los procesos criogénicos en comparación con sus valores referentes antes 

de la congelación (fresco). Además, el factor “reproductor” influyó en algunos parámetros 

cinemáticos tales como la MP, VCL-R, VSL, STR, LIN, WOB, ALH y BCF debido a que se 

evidenció diferencias significativas entre caballos (P < 0,05). 

El tratamiento de congelación convencional (CC) produjo mayores porcentajes (P < 0,05) de 

MT y MP comparado con todos los tratamientos de vitrificación. No obstante, los 

espermatozoides vitrificados con sacarosa (VIT-Sa) y rafinosa (VIT-Raf) produjeron mayores 

porcentajes de MT y MP que aquellos espermatozoides vitrificados con trehalosa (VIT-Tre) 

(Figura 8). 

 

Figura 8.  Motilidad total (MT) y progresiva (MP) de espermatozoides de caballo congelados 

(CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), 

trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf). Asterisco indica diferencias significativas entre 

caballos * P < 0,05. Letras diferentes en cada barra y cada motilidad expresa diferencias 

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



48 

 

Máximo Emiliano León Quinteros – Karen Mercedes Sacoto Patiño 

 

Los tratamientos VIT-Raf y VIT-Tre produjeron una velocidad rectilínea (VSL) superiores (P < 

0,05) al tratamiento CC; incluso alcanzaron valores de VSL similares a los espermatozoides 

frescos (sin criopreservar) (P > 0,05). En el mismo sentido, todos los tratamientos de 

vitrificación alcanzaron valores más altos de velocidad rectilínea con trayectoria rápida y 

progresiva (VSL-R) que aquel tratamiento de congelación CC; incluso los tratamientos VIT-

Sa y VIT-Raf alcanzaron valores similares de VSL-R a las muestras en fresco (Figura 9). 

 

Figura 9. Velocidad curvilínea (VCL) y rectilínea (VSL) con sus trayectorias progresivas 

rápidas (VCL-R y VSL-R) de espermatozoides de caballo congelados (CC) y vitrificados con 

diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y 

rafinosa (VIT-Raf). Asterisco indica diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. Letras 

diferentes en cada barra y cada motilidad expresa diferencias significativas entre tratamientos 
a – b – c, P < 0,05; a – c, P < 0,01. 

Sorprendentemente, todos los tratamientos de congelación y vitrificación produjeron mayores 

porcentajes (P < 0,05) de rectitud (STR) que su valor referencial en fresco (no 

criopreservados). Además, los tratamientos VIT-Tre y VIT-Raf mostraron un mayor porcentaje 

(P < 0,05) de STR que aquel tratamiento VIT-Sa. En el mismo sentido, todos los tratamientos 

de vitrificación produjeron sorprendentemente mayores porcentajes (P < 0,05) de linealidad 

(LIN) y oscilación (WOB) comparados con los tratamientos de congelación y/o fresco (Figura 

10). 
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Figura 10. Rectitud (%), linealidad (LIN) y oscilación (WOB) de espermatozoides 

de caballo congelados (CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores 

no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf). 

Asterisco indica diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. Letras diferentes en cada 

barra y cada motilidad expresa diferencias significativas entre tratamientos a – b – c, P < 0,05; a 

– c, P < 0,01.  

Los espermatozoides congelados convencionalmente (CC) produjeron valores más altos (P 

< 0,05) de ALH y BCF que todos los tratamientos de vitrificación. De hecho, el tratamiento CC 

obtuvo un valor de BCF superior (P < 0,05) al valor en fresco. Finalmente, el tratamiento VIT-

Tre obtuvo un valor más alto (P < 0,05) de BCF en comparación con el tratamiento VIT-Sa 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de 

flagelo (BCF) de espermatozoides de caballo congelados (CC) y vitrificados con diferentes 

agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa 

(VIT-Raf). Asterisco indica diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. Letras 

diferentes en cada barra y cada motilidad expresa diferencias significativas entre tratamientos 
a – b – c, P < 0,05; a – c, P < 0,01. 
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Figura 12. Registro de la cinemática de espermatozoides equinos frescos. Fuente: Los 

autores, (2023). 

 

Figura 13. Registro de la cinemática de espermatozoides equinos después del proceso de 

criopreservación, evaluados mediante el sistema computarizado CASA-SCA®. A, congelación 

convencional (CC); B, vitrificación sacarosa (VIT-Sa); C, vitrificación trehalosa (VIT-Tre); D, 

vitrificación rafinosa (VIT-Raf). Fuente: Los autores, (2023). 

4.2 Integridad de las membranas plasmáticas 

El análisis post-criopreservación del estado de las membranas plasmática y acrosomal de los 

espermatozoides equinos congelados y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no 

penetrantes se muestran en la Tabla 1. El factor “reproductor” influyó en algunas categorías 

de espermatozoides tales como la IPIA y total IP debido a que se evidenció diferencias 

significativas entre caballos (P < 0,05). 
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Los espermatozoides del tratamiento de congelación convencional CC produjo un mayor 

porcentaje (P < 0,05) de espermatozoides con integridad simultánea de la membrana 

plasmática y acrosomal (IPIA) y con integridad total de la membrana plasmática (Total IP) que 

todos los tratamientos de vitrificación. No obstante, en la vitrificación, los tratamientos VIT-Sa 

y VIT-Raf obtuvieron mayores porcentajes (P < 0,05) de IPIA y total IP que aquel tratamiento 

VIT-Tre. Por otro lado, el tratamiento de congelación CC obtuvo menores porcentajes 

indeseables (P < 0,05) de espermatozoides con membrana dañada y acrosoma íntegro 

(DPIA) que todos los tratamientos de vitrificación; sin embargo, en la vitrificación, el 

tratamiento VIT-Tre produjo un mayor porcentaje de DPIA que el tratamiento VIT-Raf. En el 

mismo sentido, el tratamiento VIT-Tre produjo un mayor porcentaje indeseable (P < 0,05) de 

espermatozoides con la membrana plasmática y acrosoma dañados (DPDA) que todos los 

demás tratamientos. Finalmente, los tratamientos de vitrificación VIT-Sa y VIT-Raf obtuvieron 

mayores porcentajes de espermatozoides con integridad total del acrosoma (Total IA) que 

aquel tratamiento VIT-Tre (Tabla 1). 

Tabla 1. Estado de las membranas espermáticas en diferentes categorías de fluorescencia 

(prueba IP / PNA-FITC) de espermatozoides equinos congelados (CC) y vitrificados con 

diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y 

rafinosa (VIT-Raf). 

Categorías de 
fluorescencia 

Tratamientos 

CC VIT-Sa VIT-Tre VIT-Raf 

(n = 45) (n = 45) (n = 38) (n = 45) 

IPIA (%)* 56,0 ± 1,84a 40,0 ± 1,72b 29,4 ± 1,33c 42,9 ± 1,26b 

IPDA (%) 0,84 ± 0,19 0,67 ± 0,10 0,5 ± 0,18 0,78 ± 0,11 

DPIA (%) 21,9 ± 1,26c 39,0 ± 1,57ab 44,2 ± 2,41a 36,5 ± 1,23b 

DPDA (%) 21,2 ± 1,40b 20,6 ± 0,66b 25,8 ± 1,65a 19,8 ± 0,80b 

Total IP (%)* 56,8 ± 1,88a 40,7 ± 1,70b 29,9 ± 1,38c 43,7 ± 1,27b 

Total IA (%) 77,9 ± 1,38ab 79,0 ± 0,65a 73,6 ± 1,70b 79,4 ± 0,82a 

Diferentes superíndices en cada fila difieren significativamente entre tratamientos a – b – c, P < 

0,05. Asterisco representa diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. 
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Figura 14. Registro de la integridad de membranas de espermatozoides equinos evaluados 

mediante la prueba de doble tinción fluorescente IP + PNA/FITC. A, filtro rojo IPIA (1) 

membrana plasmática intacta y acrosoma intacto; y B, filtro verde DPDA (2) membrana 

plasmática dañada y acrosoma dañado. Fuente: Los autores, (2023). 

4.3 Morfometría de la cabeza de los espermatozoides 

El análisis de las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides equinos 

frescos, congelados y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes se 

muestran en la Tabla 2. El factor “reproductor” influyó en algunas variables tales como el 

largo, anchura, área y elipticidad, debido a que se evidenció diferencias significativas entre 

caballos (P < 0,05). 

Todos los tratamientos de congelación y vitrificación incrementaron (P < 0,05) sus valores de 

longitud y perímetro de la cabeza de los espermatozoides después del proceso criogénico en 

comparación con sus valores en fresco. Además, luego de vitrificar con el tratamiento VIT-Sa 

se evidenció un incremento significativo de la elipticidad en comparación con su valor en 

fresco. 

Los tratamientos VIT-Raf y VIT-Sa obtuvieron una longitud de la cabeza más alta (P < 0,05) 

en comparación con aquellos tratamientos CC y VIT-Tre. Todos los tratamientos de 

vitrificación produjeron valores de anchura, área y perímetro de la cabeza de los 

espermatozoides criopreservados más altos (P < 0,05) que el tratamiento de congelación CC 

(Tabla 2).  
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Tabla 2. Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides equinos congelados 

(CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), 

trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf). 

Dimensiones 

Tratamientos 

Fresco CC VIT-Sa VIT-Tre VIT-Raf 

n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 

Largo (µm)* 5,82 ± 0,01c 6,09 ± 0,06b 6,39 ± 0,05a 6,20 ± 0,04b 6,35 ± 0,06a 

Anchura (µm)* 2,97 ± 0,02bc 2,93 ± 0,04c 3,04 ± 0,05ab 3,07 ± 0,04a 3,05 ± 0,04ab 

Área (µm2)* 19,0 ± 0,18b 19,3 ± 0,24b 20,9 ± 0,16a 20,5 ± 0,34a 20,8 ± 0,21a 

Perímetro (µm) 12,8 ± 0,04c 13,2 ± 0,09b 13,8 ± 0,06a 13,6 ± 0,11a 13,8 ± 0,07a 

Elipticidad* 1,97 ± 0,01b 2,10 ± 0,05ab 2,12 ± 0,05a 2,03 ± 0,03b 2,10 ± 0,04ab 

Elongación 0,32 ± 0,00 0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,01 0,34 ± 0,01 0,35 ± 0,01 

Rugosidad 1,46 ± 0,01 1,39 ± 0,01 1,38 ± 0,01 1,39 ± 0,01 1,39 ± 0,01 

Regularidad 0,73 ± 0,00 0,74 ± 0,01 0,73 ± 0,00 0,74 ± 0,00 0,74 ± 0,01 

Diferentes superíndices en cada fila difieren significativamente entre tratamientos a – b – c, P < 

0,05. Asterisco representa diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. 

En la Figura 15 se ilustra el tamaño de la cabeza de los espermatozoides equinos frescos, 

congelados y vitrificados con sacarosa, trehalosa y rafinosa. En general, se denota que la 

mayoría de los espermatozoides vitrificados se ubican en un área superior a los 

espermatozoides frescos y los congelados convencionalmente. Nótese un mayor incremento 

del área y la longitud en espermatozoides vitrificados con sacarosa (plomo) y rafinosa (rojos). 
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Figura 15. Comparación de la morfometría de la cabeza de los espermatozoides equinos 

frescos, congelados (CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: 

sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf). Los datos corresponden a la 

relación entre el área de la cabeza del esperma (µm2) y la longitud (µm), medida en 100 

espermatozoides / muestra (n = 20) / tratamiento (total 2000 espermatozoides /tratamiento).  

 

Figura 16. Registro de espermatozoides equinos teñidos con SpermBlue® evaluados 

mediante el módulo ASMA (Automated Sperm Morphometry Analysis) del sistema 

computarizado CASA-SCA®. A, espermatozoide teñido; B, medición del área y perímetro de 

cabeza (azul) y área de pieza intermedia (verde); y C, marcaje de acrosoma. Fuente: Los 

autores, (2023).  
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5. Discusión 

Los resultados del presente estudio demostraron que la congelación convencional usando 

vapores de NL2 y un sistema de doble rampa de congelación, produjo una mejor respuesta 

criogénica basada en una mejor cinemática e integridad de membranas de espermatozoides 

de caballos españoles en comparación a la vitrificación cinética, independientemente del tipo 

de agente crioprotector no penetrante. A pesar de ello, después de la vitrificación cinética, 

sorprendentemente se obtuvieron mayores valores de velocidad rectilínea, linealidad y 

oscilación espermática contrastados a los resultantes después de la congelación. Por otro 

lado, las muestras espermáticas vitrificadas con sacarosa y rafinosa demostraron una mejor 

cinemática e integridad de membranas plasmática y acrosomal que aquellas muestras 

vitrificadas con trehalosa. Además, se demostró que tanto la congelación como la vitrificación 

incrementaron las dimensiones de la cabeza (p. ej., largo y área) después de la 

criopreservación en comparación con su valor en fresco. Estos hallazgos sugieren que la 

vitrificación con sacarosa o rafinosa en esferas de 30 µl resulta ser una alternativa promisoria 

a la congelación convencional, no obstante, las lesiones criogénicas provocadas durante la 

criopreservación aún constituyen un hándicap tecnológico que necesita ser superado, por lo 

que se necesita más ensayos. 

En investigaciones pioneras sobre el uso de las amidas (p. ej., DMF) como alternativa al uso 

del glicerol (debido a su alta osmolaridad y toxicidad a espermatozoides) en la 

criopreservación de espermatozoides de caballo se ha demostrado una similar respuesta 

criogénica en parámetros como la motilidad (Squires et al., 2004). Otros reportes indicaron 

que el uso de la DMF en la congelación de espermatozoides de caballo protegía 

eficientemente contra el daño criogénico (Alvarenga et al., 2005). El estrés osmótico puede 

provocar daño celular durante la congelación y descongelación de espermatozoides equinos 

(Galarza et al., 2023). En este sentido, se cree que la DMF tiene la capacidad para proteger 

al espermatozoide de caballo contra el choque de frío y la formación de cristales de hielo 

intracelular. Esta protección se basa principalmente, en la capacidad que tiene la DMF para 

introducirse a las células a través de la membrana plasmática (penetración transmembrana). 

Además, el bajo peso molecular (menor que el glicerol) de la DMF, permite que el flujo y eflujo 

de agua - crioprotector sea más rápido y eficiente durante la congelación y descongelación. 

Es por ello, que la DMF ha demostrado ser eficiente en la congelación de espermatozoides 

de caballos (Ochoa et al., 2022). Asimismo, estos efectos han sido evaluados en caballos 

categorizados como “malos congeladores” (conocidos como bad freezers en inglés) 

demostrando que la adición de la DMF al 5% (v/v) en un solo paso al medio de congelación, 
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mejoró las motilidades y supervivencia de los espermatozoides equinos (Pérez et al., 2018). 

Los resultados del presente estudio son consistentes con los mencionados anteriormente, 

dado que el uso de la DMF al 5% en la congelación de espermatozoides de caballos 

españoles (con diferencias significativas entre ellos) usando vapores de NL2 y un sistema de 

congelación de dos rampas (Tamay et al., 2022), produjeron una motilidad y viabilidad entre 

el 56 y 70%. 

La vitrificación cinética es un método alternativo de criopreservación de espermatozoides de 

caballo, que se realiza sumergiendo pequeños volúmenes (30 a 50 µl) de semen directamente 

en NL2, sin utilizar agentes crioprotectores penetrantes (ACP), pero con altas concentraciones 

de agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP). La adición de carbohidratos (p. ej., 

trehalosa 50 mM) al diluyente base da como resultado una mayor viscosidad de la solución 

que suprime la formación de cristales de hielo, por lo tanto, mejora el proceso de vitrificación 

(hasta llegar al estado vítreo) (Arav et al., 2002). Las velocidades de enfriamiento 

extremadamente altas (> 20.000oC/min), la concentración final del carbohidrato (50 a 100 

mM), tiempo de exposición del ACNP a las células y el volumen de las muestras a vitrificar 

(en las esferas-pellets o pajuelas) influyen directamente en las lesiones celulares que se 

pueda tener durante este proceso (Isachenko et al., 2008). Las lesiones más comunes se dan 

a nivel de la membrana plasmática y membrana mitocondrial, que a términos prácticos se 

traduce a una disminución de la motilidad o muerte celular. Sin embargo, la gran ventaja de 

la vitrificación se centra en las altas concentraciones del ACNP, que obliga a que la célula se 

deshidrate y no se formen cristales de hielo intracelular durante su criopreservación (Galarza 

et al., 2023).  

En estudios previos de diferentes especies, incluidos perros, peces, rumiantes silvestres 

(cabra montés ibérica) y equinos, se ha realizado exitosamente la vitrificación cinética 

mediante el método de esferas o pellets (Sánchez et al., 2011; Pradiee et al., 2015; Hidalgo 

et al., 2018). Nuestra investigación incluyó tres fuentes de carbohidratos, dos disacáridos 

(sacarosa y trehalosa) y un trisacárido (rafinosa) con dosis evaluadas previamente por 

Consuegra et al. (2019). 

La sacarosa ha sido el carbohidrato utilizado principalmente para la vitrificación y congelación 

ultrarrápida del esperma en diferentes especies, incluyendo al humano, rumiantes, perros, e 

incluso caballos (Isachenko et al., 2008; Bóveda et al., 2018; Consuegra et al., 2019; Cerdeira 

et al., 2020; Galarza et al., 2021). La sacarosa adicionada al medio de vitrificación tiende a 

aumentar la viscosidad del medio extracelular y estabilizar la membrana plasmática del 
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espermatozoide (Chen et al., 1993). Una ventaja observada por Consuegra et al. (2019) y 

aprovechada en este estudio, fue la adición del 1% (p/vol) de BSA al medio de vitrificación. 

Los autores indicaron que la BSA ayuda en la estabilización de la membrana plasmática y 

proporciona cierta protección extra contra el choque de frío. En un estudio previo realizado 

por Consuegra et al. (2019), determinó que adicionando los 100 mM de sacarosa al medio de 

vitrificación se obtuvo una motilidad y viabilidad de espermatozoides de caballo alrededor del 

55 – 60%. 

Por otro lado, la trehalosa y la rafinosa pueden atrapar los radicales libres que conducen a la 

peroxidación de los lípidos de la membrana plasmática, manteniendo su integridad (Bucak et 

al., 2013). La trehalosa también mejora la fluidez de la membrana del esperma y preserva la 

bicapa lipídica mediante la estabilización de la estructura del agua alrededor de la membrana, 

protegiendo a los espermatozoides de caballo contra el daño criogénico (Gheller et al., 2019). 

Contradictoriamente a los resultados obtenidos por Consuegra et al. (2019), y a pesar de que 

se usó la misma concentración de trehalosa (100 mM), el presente estudio produjo una menor 

crioresistencia y supervivencia con la trehalosa dado que la motilidad, cinética e integridad 

de membranas fueron significativamente más bajas comparándolos a los otros ACNP. Sin 

embargo, hay que tener en cuenta que la concentración óptima de carbohidratos difiere dentro 

de la misma especie, dado que en la vitrificación de caballos en volúmenes altos (pajuelas) y 

menor concentración (20 mM) ha producido mejores resultados de motilidad después del 

calentamiento (Hidalgo et al., 2018). Otros autores sugieren que los disacáridos (p. ej., 

sacarosa o trehalosa) empleados para la congelación o vitrificación ultrarrápida del esperma 

canino, reducen su motilidad más rápidamente durante la incubación posterior a la 

descongelación que los monosacáridos (p. ej., glucosa), probablemente porque los 

monosacáridos son metabolizados fácilmente por los espermatozoides (Le et al., 2019). 

Un hallazgo importante de esta investigación es que la VSL, VSL-R, LIN y WOB no variaron 

después de la vitrificación con los tres carbohidratos, pero estos valores fueron mayores que 

los obtenidos después de la congelación, esto hace atractivo a este procedimiento de 

criopreservación de espermatozoides de caballo, dado que las membranas mitocondriales y 

axonemas posiblemente no fueron afectados durante la vitrificación. Galarza et al. (2021) y 

Bóveda et al. (2018), demostraron que, al usar un diluyente basado en tris, ácido cítrico, 

glucosa y yema de huevo (20%), la motilidad se redujo cuando se combinó con sacarosa. 

Este efecto negativo de la sacarosa sobre la motilidad se ha demostrado previamente tanto 

en eyaculados como en espermatozoides epididimarios de varias especies domésticas (perro 

y cobayo) y silvestres (muflón y gamo común). Celeghini et al. (2007) informaron que la 
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criopreservación ultrarrápida con 100 mM de sacarosa alteró la función mitocondrial y, en 

consecuencia, redujo la motilidad de los espermatozoides después de la descongelación. La 

baja función mitocondrial del esperma criopreservado se produce debido a la reducción tanto 

de la fosforilación oxidativa como de la síntesis de ATP, por lo que las variables cinéticas del 

esperma también disminuyen (Ashrafi et al., 2011). Contradictoriamente a estas lesiones 

criogénicas causadas después de la vitrificación o congelación ultrarrápida, el presente 

trabajo produjo una mejor cinética después de la vitrificación; hemos planteado la hipótesis 

de que los carbohidratos equilibraron la permeabilidad de la membrana mitocondrial, y de esa 

manera no se vio afectada la VSL durante y alrededor de la vitrificación debido a la adición 

de BSA como fue demostrado por Consuegra. (2017). 

La protección de las membranas espermáticas depende de la concentración de los 

disacáridos usados en la vitrificación de espermatozoides (Koshimoto et al., 2000). En el 

presente estudio, a pesar de que la congelación convencional produjo una mayor integridad 

de las membranas plasmática y mitocondrial (56 - 60 %) de los espermatozoides equinos, la 

rafinosa (42,9 %) y sacarosa (40 %) produjeron una mayor protección (IPIA) en comparación 

con la trehalosa (29,4 %). Trabajos previos realizados en la vitrificación de espermatozoides 

ovinos, determinaron que la sacarosa a una concentración de 400 mM produjo una mejor 

protección y funcionalidad de la membrana plasmática (Arbulu, 2019).  

Por otra parte, Consuegra et al. (2019) también valoró diferentes concentraciones de 

sacarosa adicionada con el 1% de BSA para la vitrificación de esperma de caballo y 

obtuvieron valores significativamente superiores con 100 mM de sacarosa en comparación 

con 20 mM y 200 mM para la integridad de la membrana plasmática (79,69 %) y acrosomal 

(56,59 %). En definitiva, aquellos autores determinaron que la sacarosa, a una concentración 

de 100 mM, fue recomendable para la vitrificación de esperma de caballo. Seguidamente 

Consuegra et al. (2019), continuaron desarrollando distintos protocolos de vitrificación 

espermática en la especie equina, como método alternativo de criopreservación, en donde 

nuevamente empleó sacarosa como estrategia para evitar el uso de crioprotectores 

permeables en la congelación de esperma de caballo, valorando el efecto de diferentes 

concentraciones de ACNP. Los autores determinaron que el esperma de caballo puede ser 

criopreservado en ausencia de crioprotectores permeables, usando una combinación de 100 

mM de sacarosa y 1 % de BSA como crioprotectores alternativos. Los resultados de nuestra 

investigación son consistentes a lo detallado por Consuegra et al. (2019). 
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Álvarez et al. (2019) evaluaron el efecto de los diluyentes adicionados con trehalosa y lactosa, 

en la vitrificación del semen eyaculado y epididimario de sementales. El medio de vitrificación 

contenía INRA 96® + 1% de BSA y 150 mM de trehalosa o 150 mM de lactosa, ellos 

demostraron que la vitrificación de espermatozoides epididimarios de semental mediante 

trehalosa podría ser una alternativa beneficiosa para el almacenamiento a largo plazo de 

muestras de esperma con un gran valor económico. Sin embargo, los espermatozoides 

vitrificados procedentes de eyaculados de caballos presentaron menores índices de viabilidad 

que las muestras sometidas a congelación convencional cuando se almacenaban con 

diluyentes que contenían trehalosa o lactosa. Posteriormente Álvarez. (2021), enfocó su 

investigación en valorar la calidad espermática del semen de burros (Equus asinus) ya que 

actualmente sigue dando resultados poco satisfactorios, inferiores a la de otros animales, 

incluidos los caballos. Nuevamente evaluó el uso de crioprotectores no permeables como la 

lactosa y trehalosa en la vitrificación de espermatozoides procedentes tanto de origen 

epididimario como de eyaculado, determinando que la vitrificación con trehalosa es una 

excelente alternativa siempre y cuando se utilice a una concentración de 150 mM incorporada 

al medio de vitrificación. Pérez et al. (2018), demostró un impacto negativo sobre la integridad 

del acrosoma y membranas plasmáticas, siendo afectadas gravemente en la vitrificación de 

espermatozoides equinos diluidos en varias concentraciones de sacarosa y/o trehalosa (30 

mM, 150 mM y 500 mM). Cuando se llevó a cabo la vitrificación, la integridad del acrosoma 

también se redujo significativamente en todos los grupos de ACNP, sin embargo, no se 

encontró diferencias notables entre los dos disacáridos. La exposición de espermatozoides a 

ACNP no afectó a la integridad del acrosoma, pero la vitrificación indujo un gran efecto 

negativo en las membranas acrosómicas. Esto puede estar relacionado con una alteración 

de proteínas de membrana situadas en las regiones fosfolipídicas que se produce durante la 

transición de fase de los lípidos en el enfriamiento. Esta observación constituye un 

impedimento importante para utilizar esperma vitrificado para la inseminación artificial, y 

subraya la necesidad de buscar estrategias de protección del acrosoma y la membrana 

plasmática para mejorar la vitrificación de los espermatozoides.  

Sin embargo, los resultados de otros estudios indican que la trehalosa fue más efectiva que 

la sacarosa como crioprotector no permeable para el almacenamiento de espermatozoides 

humanos (Schulz et al., 2017). Otro estudio concuerda que al usar 100 mM de trehalosa 

produce una mejor criorespuesta a comparación de la sacarosa y rafinosa (Consuegra et al., 

2019). Lo cual es inconsistente con nuestra investigación, en donde la rafinosa a una 

concentración de 50 mM destacó sobre los otros tratamientos demostrando una mayor 

calidad espermática. 
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Las concentraciones de estos carbohidratos son factores clave para el éxito de la vitrificación 

(Isachenko et al., 2003; Hidalgo et al., 2018). En este sentido, en espermatozoides de burro 

la molaridad óptima llega hasta 250 mM de sacarosa (Sánchez et al., 2011; Díaz et al., 2017), 

mientras que con espermatozoides de otras especies como los de cabra montés ibérica, 100 

mM es el máximo que se puede utilizar (Pradiee et al., 2015). Esto es particularmente 

relevante para el esperma de caballo, del que se ha informado previamente que tiene una 

resistencia relativamente menor a concentraciones mayores de carbohidratos (Consuegra et 

al., 2018; Hidalgo et al., 2018). 

Se conoce que el estrés osmótico determina cambios en las dimensiones morfométricas de 

la cabeza (O’Brien et al., 2019). Además, se sabe que la forma y el tamaño de la cabeza de 

los espermatozoides pueden influir en su susceptibilidad al daño osmótico durante el proceso 

de congelación-descongelación, especialmente en poblaciones de espermatozoides más 

heterogéneas (Esteso et al., 2006). Se ha demostrado que la congelación ultrarrápida usando 

100 mM de sacarosa provoca un aumento general en el tamaño de la cabeza del 

espermatozoide; este aumento se atribuye a una probable descondensación de la cromatina 

y la formación de ampollas en la membrana plasmática en la región de la cabeza de 

espermatozoides de perro (Cerdeira et al., 2020). Nuestro estudio demostró que los 

parámetros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides presentaron diferencias 

significativas (P < 0,05) en el semen fresco de los diferentes reproductores equinos de la 

misma raza. Considerando el estudio de Buzón. (2013) el cual, de igual manera evidencia 

diferencias significativas en el semen fresco de reproductores equinos de diferentes razas, 

se puede deducir que las características morfométricas de los reproductores son propias de 

cada individuo. Arbulu. (2019) en su estudio utilizó sacarosa a una concentración de 400 mM, 

él demostró menores dimensiones para el área, longitud y ancho de la cabeza de los 

espermatozoides de ovino, al comparar el semen fresco y el congelado. Se observó que la 

anchura y la longitud de la cabeza son significativamente mayores en espermatozoides 

frescos que en las muestras de esperma vitrificadas. Los resultados de la presente 

investigación son inconsistentes al estudio mencionado anteriormente dado que la longitud y 

el área incrementaron significativamente tras la vitrificación, incluso la congelación.  

Asimismo, Vázquez. (2023) en su investigación utilizó un disacárido (sacarosa) a una 

concentración de 100 mM, evaluó la longitud, anchura, área, perímetro, elipticidad, 

elongación, rugosidad y regularidad de la cabeza, así ́como la anchura y área de la pieza 

intermedia de espermatozoides de venado de cola blanca (Odocoileus virginianus) y mono 

chorongo (Lagothrix poeppiggi).  Los resultados evidenciaron que después del proceso de 
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criopreservación en el venado de cola blanca, las dimensiones de la cabeza de los 

espermatozoides disminuyeron significativamente (P < 0,05) en comparación con los valores 

de las muestras frescas y congeladas - descongeladas. Demostrando que los 

espermatozoides de venado de cola blanca tenían mejor crioresistencia a la congelación 

convencional que a la congelación ultrarrápida. De hecho, la congelación ultrarrápida reduce 

las dimensiones de la cabeza, lo cual es inconsistente con nuestra investigación en donde 

todos los tratamientos incrementaron el largo y área de la cabeza después del proceso 

criogénico en comparación con sus valores en fresco. No obstante, en la evaluación 

morfométrica de la cabeza de los espermatozoides de mono chorongo los resultados 

evidenciaron después del proceso de vitrificación que la longitud, anchura, área y perímetro 

de la cabeza aumentaron significativamente (P < 0,05) en comparación con sus valores de 

las muestras frescas y congeladas - descongeladas. Demostrando que los espermatozoides 

del mono chorongo se vieron drásticamente afectados por ambos tipos de criopreservación. 

A diferencia de los ciervos, la congelación ultrarrápida aumentó las dimensiones de la cabeza 

de los espermatozoides del mono, lo cual apoya nuestra investigación.  
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Conclusiones 

Esta investigación concluye que la congelación convencional con dimetilformamida (DMF) 

produjo una mejor criosupervivencia de espermatozoides equinos que la vitrificación, 

independientemente del uso de la sacarosa, trehalosa y rafinosa. Además, la sacarosa y la 

rafinosa presentaron una mayor crioprotección durante y después de la vitrificación debido a 

una mayor motilidad, cinética e integridad de membranas de los espermatozoides de caballo. 

Finalmente, tanto la congelación convencional como la vitrificación cinética incrementaron las 

dimensiones morfométricas de la cabeza después del proceso criogénico. Se recomienda 

hacer más investigaciones sobre la capacidad fecundante de espermatozoides vitrificados. 
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Anexos 

Anexo A. Identificación de los reproductores. 

 

Anexo B. Armado de la vagina artificial tipo Hannover (rígida). 

 

Anexo C. Reflejo de flehmen previo a la monta y evaluación visual del semen. 

 

Anexo D. Colocación de la muestra espermática en la cámara de Neubauer. 
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Anexo E. Evaluación de la concentración de la muestra espermática. 

 

Anexo F. Evaluación de la motilidad de la muestra fresca. 
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Anexo G. Pesaje de los ACNP. 

 

Anexo H. Empajuelado en pajuelas de 0,5 ml previo a la congelación. 

 

Anexo I. Congelación convencional de pajuelas en un sistema de dos rampas. 
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Anexo J. Vitrificación cinética de espermatozoides con ACNP. 

 

Anexo K. Rescate de pellets de NL2. 

 

Anexo L. Extracción y descongelamiento de pajuela previo a la evaluación. 
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Anexo M. Preparación del dispositivo de calentamiento (STC-3008) y extracción de pellets. 

 

Anexo N. Calentamiento de pellets en el dispositivo (STC-3008) a 65°C. 
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Anexo O. Evaluación de la motilidad de las muestras descongeladas y calentadas. 

 

Anexo P. Evaluación de la integridad de membranas acrosomal y plasmática mediante 

fluorescencia. 

 

Anexo Q. Evaluación de la morfometría de la cabeza de espermatozoides equinos. 

 


