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Resumen 

La investigación evaluó el impacto del Resveratrol (RES) en la criosupervivencia de 

espermatozoides equinos, utilizando congelación convencional (C) y vitrificación cinética (V). 

Se recolectaron 16 muestras de semen de 4 caballos españoles y se dividieron en cuatro 

grupos: C-RES, C-Co, V-RES y V-Co, según el método de criopreservación (C o V) y la 

presencia de RES (10 o 0 µM). Durante la congelación, se utilizaron pajuelas de 0,5 mL con 

dimetilformamida al 5%, mientras que para la vitrificación se empleó 100 mM de trehalosa y 

sumergiendo las muestras en gotas de 30 µL en NL2. Los resultados revelaron que los 

tratamientos con RES, especialmente en C-RES, mejoraron la motilidad total y progresiva en 

comparación con V-RES y V-Co. Además, la velocidad curvilínea (VCL) fue más alta en C- 

RES y C-Co que en V-RES. Por otro lado, los valores de linealidad (LIN) y oscilación lateral 

(WOB) fueron más elevados en los tratamientos de V-RES y V-Co. Se observaron mayores 

niveles de integridad plasmática y acrosomal en C-RES, y menor fragmentación de ADN en 

estos grupos. También se detectó un efecto antioxidante del RES, reduciendo el estrés 

oxidativo en C-RES en comparación con C-Co. En conclusión, el RES mejoró la 

criosupervivencia de los espermatozoides equinos, evidenciándose en la motilidad y la 

integridad celular, y reduciendo la fragmentación del ADN y el estrés oxidativo. Estos 

hallazgos sugieren el potencial uso del RES como un aditivo en los protocolos de 

criopreservación del semen equino para mejorar la eficacia de la reproducción asistida en 

equinos.  
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Abstract 

The research assessed the impact of Resveratrol (RES) on the cryosurvival of equine sperm 

using conventional freezing (C) and kinematic vitrification (V). Sixteen semen samples from 

4 Spanish horses were collected and divided into four groups: C-RES, C-Co, V-RES, and V-

Co, based on the cryopreservation method (C or V) and RES presence (10 or 0 µM). During 

freezing, 0.5 mL straws with 5% dimethylformamide were used, while vitrific ation employed 

100 mM trehalose and submersion in 30 µL drops in LN2. Results showed that RES 

treatments, especially C-RES, enhanced total and progressive motility compared to V- RES 

and V-Co. Additionally, curvilinear velocity (VCL) was higher in C-RES and C-Co than in V-

RES. Conversely, linearity (LIN) and lateral oscillation (WOB) values were higher in V- RES 

and V-Co treatments. Increased levels of plasma and acrosomal integrity were observed in 

C-RES, with lower DNA fragmentation in these groups. An antioxidant effect of RES was 

also detected, reducing oxidative stress in C-RES compared to C-Co. In conclusion, RES 

improved equine sperm cryosurvival, as evidenced by enhanced motility and cellular 

integrity, along with reduced DNA fragmentation and oxidative stress. These findings 

suggest the potential use of RES as an additive in equine semen cryopreservation protocols 

to enhance the efficacy of assisted reproduction in horses.  
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Introducción 

 
La criopreservación del semen equino es una biotecnología reproductiva fundamental para 

la conservación de espermatozoides de caballos de alto mérito genético. Además, el uso 

del semen criopreservado permite optimizar el uso y transporte de dosis inseminantes para 

usar en programas de cruzamiento y mejora genética equina. Sin embargo, aún existe 

varios desafíos que deben ser superados para mejorar la criosupervivencia espermática 

debido a las múltiples criolesiones celulares causadas por choque de frío, estrés osmótico, 

estrés oxidativo, entre otros (Galarza et al., 2023). Es por ello que los actuales protocolos 

de criopreservación de espermatozoides están direccionados a minimizar estas lesiones  

celulares, especialmente con el uso de diluyentes, aditivos-antioxidantes y velocidades de 

enfriamiento por aceleración (Galarza et al., 2023).  

 

El principal daño a los espermatozoides es ocasionado por el estrés oxidativo. El estrés 

oxidativo se genera, principalmente, por el incremento de la producción de especies de 

oxígeno reactivo (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen species) producido durante 

el enfriamiento (10 a 4oC), superenfriamiento (4 a -5oC) y congelación (Oliveira, 2013; 

Squires, 2013). Además, los radicales libres (O2-, H2O2, OH-) tienen cierta predilección por 

los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas en inglés polyunsaturated fatty 

acids) presentes en la membrana plasmática de los espermatozoides equinos que provocan 

una perioxidación lipídica (LPO, por sus siglas en inglés lipid peroxidation). Ante una falla 

en los mecanismos de defensa antioxidante del semen equino, la LPO provoca una 

reducción de su motilidad, viabilidad y, en última instancia, su capacidad fecundante de los 

espermatozoides (Restrepo, Pizarro, et al., 2019).  

 

Otro factor que determina la crioresistencia de espermatozoides es la velocidad de 

enfriamiento con la cual se congelan. Se ha determinado previamente que la congelación 

convencional (C) de espermatozoides mediante la exposición a vapores de nitrógeno 

líquido (NL2) dentro de una rampa (a 4 cm de la superficie del NL2) y caja de poliestireno, 

provoca velocidades de enfriamiento por desaceleración (Galarza et al., 2019). Estos 

protocolos de congelación convencional causan muerte celular en una gran población 

espermática debido a que, al tener una velocidad de enfriamiento inicial rápida (Ej.  
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40oC/min), la célula no puede deshidratarse eficientemente y entonces se forma cristales 

de hielo intracelular que son letales (Mohamed Shehata Ali, 2015). Según Woelders y 

Chaveiro (2004) en su modelo de predicción de velocidades de enfriamiento óptimas, 

determinaron que el uso de velocidades de enfriamiento iniciales lentas (4 a 5oC/min) hasta 

el momento de la nucleación de hielo (seeding) y posterior a ello acelerar a velocidades de 

enfriamiento de 35 - 60oC/min, producen una mayor criosupervivencia espermática. En base 

a esto, Tamay et al. (2022) desarrolló un protocolo de congelación de espermatozoides de 

caballo de dos rampas a dos alturas dentro de una caja criogénica, que produjo velocidades 

de enfriamiento por aceleración (9,2oC/min, seguido por 19 oC/min y, finalmente, 47oC/min) 

y obtuvieron valores promisorios de viabilidad y motilidad de espermatozoides de caballo 

Peruano de paso fino. En base a estos antecedentes, el uso de protocolos de congelación 

de dos rampas podría ser una alternativa exitosa en la congelación de espermatozoides de 

caballo de raza Española.  

 

Un protocolo alternativo a la congelación es la vitrificación cinética (V). La vitrificación 

cinética se basa en el uso de agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP) como 

carbohidratos (Ej. Disacáridos como la sacarosa y trehalosa) y altas velocidades de 

enfriamiento (> 20.000oC/min) (Horta et al., 2017). Esto se logra sumergiendo directamente 

gotas de 30 µL de muestras espermáticas en NL2. La principal ventaja es que al realizar 

este procedimiento alcanzaría un estado vítreo sin la formación de cristales de hielo 

intracelulares o extracelulares (Horta et al., 2017). En un estudio realizado por Consuegra 

et al., (2019) en equinos donde compara la vitrificación y la congelación convencional,  

demuestra que la vitrificación obtiene mejores parámetros (MT, MP, integridad de 

membrana plasmática, acrosoma intacto), que la congelación convencional (MT, MP, 

integridad de membrana plasmática, acrosoma intacto). Así mismo otro estudio realizado 

en equinos menciona que el control de la temperatura es clave para una vitrificación exitosa, 

en donde la reducción progresiva de la temperatura en el periodo de equilibrio a 5°C ayuda 

a contribuir a la estabilización de las membranas espermáticas precongelación, haciendo  

más sencillo el flujo y eflujo de agua / crioprotector, y por lo tanto, las interacciones entre 

los aditivos y membranas espermáticas (Hidalgo et al., 2018).  

 

Varios aditivos y antioxidantes han sido adicionados al medio de congelación de 

espermatozoides para mitigar los efectos deletéros provocados por el incremento de las  
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ROS, radicales libres y estrés oxidativo (Nallella et al., 2004). Antioxidantes tales como los 

fosfatos, las beta aminoácidos, la BSA, y las pentofilina y cafeína han sido previamente 

evaluados para mejorar la congelabilidad de espermatozoides equinos (Ijaz & Ducharme,  

1995; Rees et al., 1990). No obstante, la criosupervivencia espermática no ha sido mejorada 

en algunas razas de caballos incluyendo a la española. Es por ello, que la inclusión de 

nuevos aditivos-antioxidantes al medio de congelación o vitrificación debe ser fundamental 

para mitigar los efectos oxidativos generados por la criopreservación.  

 

El Resveratrol (RES) es un derivado fenólico proveniente de las uvas, nueces y algunas 

bayas, y que es caracterizado por tener poderosas propiedades antioxidantes y 

antiinflamatorias. La suplementación de RES al medio de congelación de espermatozoides  

ha sido sugerida debido a que disminuye los efectos negativos del estrés oxidativo. Nouri 

et al., (2018) en su estudio en equinos en el que usó 3 diferentes concentraciones de RES 

( 5, 10, y 20 µM), comprobó que con 10 µM, este antioxidante puede ser un buen eliminador  

de radicales libres en el medio de congelación, mejorando la motilidad, viabilidad, integridad 

de la membrana, actividad mitocondrial, y la fragmentación del ADN; los resultados 

obtenidos en este estudio son muy importantes ya que la adición de este antioxidante en 

diluyentes de congelación comercial, mejoran la capacidad de fertilización y el rendimiento 

reproductivo durante la IA con semen semental descongelado y congelado con problemas 

de baja fertilidad.  

Basándonos en lo expuesto anteriormente, la presente investigación planteo la hipótesis de 

que la incorporación del RES a los procedimientos de congelación y vitrificación de 

espermatozoides equinos podría potenciar la resistencia a la criopreservación. Se prevé 

que esta mejora se refleje en un aumento de la motilidad, y preservación de la integridad 

de las membranas, así como una reducción del estrés oxidativo y la fragmentación del ADN.  

 

 
Objetivos 

 
a. Objetivo General 

 

 Evaluar el efecto de la suplementación de resveratrol en la criosupervivencia de 

espermatozoides equino congelados y vitrificados  

b. Objetivo Especifico 
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 Valorar la cinemática e integridad de membranas de espermatozoides equinos 

congelados y vitrificados con resveratrol  

 Valorar el estrés oxidativo e integridad de ADN de espermatozoides equinos congelados 

y vitrificados con resveratrol  

 

Hipótesis 

 
El uso de 10 µM de resveratrol como antioxidante y crioprotector del semen equino podría 

mejorar la viabilidad y la motilidad espermática, disminuyendo el estrés oxidativo durante la 

criopreservación, lo que podría resultar en una técnica de preservación de semen más 

eficaz y beneficiosa para la reproducción equina.  
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Revisión de literatura 
 

2.1. Criopreservación 

 
La criopreservación tiene como objetivo mantener la viabilidad y funcionalidad celular a 

temperaturas bajas, pudiendo almacenar células germinales por periodos largos de tiempo; 

no obstante, existen factores que afectan a las células y pueden resultar en daños 

subletales, y con una reducción de la función (Oliveira, 2013).  

 

2.1.1. Métodos de criopreservación 

 
Uno de los métodos que se han usado por años es la congelación lenta o convencional se 

realiza mediante vapores de NL2. Mediante este método, las células se enfrían por debajo 

del punto de congelación, produciéndose la nucleación espontánea del hielo entre -5ºC y - 

15ºC. A continuación, los cristales de hielo crecen rápidamente, dejando algunas celdas 

llamadas fracción no congelada, donde se encierran las células y los solutos (Jiménez- 

Rabadán et al., 2015; Peña et al., 2011).  

 

La congelación convencional provoca daños estructurales y funcionales en los 

espermatozoides como consecuencia de la formación de cristales de hielo y desequilibrio 

osmótico (Mohamed Shehata Ali, 2015). Entre los daños más comunes están las 

alteraciones de la membrana plasmática, el daño mitocondrial, el deterioro de la integridad 

del ADN y las alteraciones del citoesqueleto, causando efectos negativos en la viabilidad y 

movilidad espermática (Sánchez et al., 2015).  

 

Una de las alternativas que se han propuesto para evitar la formación de cristales de hielo 

es otro método conocido como vitrificación, en donde la solución permanece sin cambios y 

el agua no precipita, por ende no se forman cristales de hielo (G M Fahy, 1986). La 

definición física de la vitrificación es la solidificación de una solución a bajas temperaturas, 

no por cristalización de hielo, sino por una elevación extrema de la viscosidad durante el  

enfriamiento (Jiménez-Rabadán et al., 2015; Mohamed Shehata Ali, 2015). Este método es 

simple y rápido con una duración aproximada de 2 a 30 minutos, volviéndose más rentable 

que la congelación convencional, ya que no se requiere de un medio especifico de 

criopreservación, y equipo especializado, reduciendo costos de producción, y con mejor 

rentabilidad (Slabbert et al., 2015).  
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Los dos parámetros más importantes de la vitrificación son las tasas de enfriamiento y el 

calentamiento (Liebermann et al., 2002). Es importante alcanzar un equilibrio entre la 

maximización de la velocidad de enfriamiento y la minimización de la concentración del 

crioprotector (Terreros C. et al., 2015). Una de las principales estrategias de este método 

es pasar rápidamente a través de la zona de temperatura critica de 15 a -5 °C para disminuir 

las lesiones por frio. Para revertir la vitrificación, el calentamiento se realiza a altas 

velocidades (Sánchez et al., 2015). El uso de crioconservantes con un alta hidrosolubilidad 

y baja citotoxicidad disminuyen el punto de cristalización de solventes, y hacen que muchas 

células pueden sobrevivir al almacenamiento a bajas temperaturas (Restrepo Betancur et 

al., 2012).  

 

2.1.2. Crioprotectores (CPO): Concepto y funciones de los crioprotectores durante 

el proceso de congelación. 

 
Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles que tienen como función la reducción de 

la velocidad a la que se llega a formar el hielo y el tamaño de los cristales (Prien, 2016). 

Además, favorece una mayor deshidratación de la célula espermática, disminuyendo el 

gradiente osmótico que es sometido dicha célula, por lo tanto, se alcanza la misma 

concentración de solutos a una temperatura más baja quedando la célula más protegida 

(Ramónez et al., 2017).  

Los crioprotectores se clasifican en sustancias permeables y no permeables.  

 
 

2.1.2.1. Crioprotectores permeables (intracelulares) 

 
Son moléculas pequeñas no iónicas que tienen alta solubilidad en agua, son de bajo peso 

molecular y permeables a través de la membrana plasmática (Squires, 2013). Estas 

sustancias producen una reorganización de los compuestos lipídicos y proteicos, 

favoreciendo la deshidratación celular a bajas temperaturas, ayudando a disminuir la 

formación de cristales de hielo intracelulares, incrementando la supervivencia espermática 

a la congelación y actuando en el medio intra y extracelular (Cruz & Jaramillo, 2016).  

 

El glicerol es el más usado, y se ha señalado como el más eficaz para reducir la congelación 

del agua intracelular, y proporcionar ajustes de osmolalidad mediante protección térmica  
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invasiva (Prien, 2016). Este penetra la membrana celular por difusión pasiva, 

permaneciendo en la membrana y en el citoplasma (Le et al., 2019). El movimiento del agua 

se produce más rápidamente y provoca la deshidratación de las células (Squires, 2013).  

Además, el glicerol cumple un efecto directo sobre la acción de la membrana celular ya que 

se une a los grupos de la cabeza de los fosfolípidos reduciendo la fluidez de la membrana 

(Alvarenga et al., 2016).  

 

El glicerol sirve como CPO líder para algunas especies; no obstante, puede presentar un 

efecto negativo como una reducción en la motilidad y fertilidad post- descongelación que 

ha sido descrito en equinos (Restrepo Betancur et al., 2012). Además, presenta efectos 

tóxicos como alteraciones citoplasmáticas, provocando desnaturalización de proteínas 

(Oliveira, 2013). Estos efectos tóxicos esta desencadenado por el estrés osmótico, que se 

produce en la incorporación y eliminación en las fases de congelación y descongelación 

(Prien, 2016). Si bien el glicerol proporciona una protección satisfactoria para un 20 % 

aproximadamente de los animales clasificados como buenos congeladores, ha demostrado 

ser perjudicial en un 80 % restante por su gran viscosidad y peso molecular (Sharafi et al., 

2022) ; además, se menciona que en las yeguas presenta un efecto anticonceptivo 

(Ramónez et al., 2017).  

 

Todos estos problemas con la toxicidad del glicerol han llevado a realizar más 

investigaciones y pruebas de otros CPA penetrantes de menor toxicidad y con la capacidad 

de producir resultados comparables o incluso de mejor calidad (Sharafi et al., 2022). Todo 

esto incluye combinaciones de CPA penetrantes, que pueden llegar a tener pesos 

moleculares más bajos, mayor solubilidad en agua y toxicidad mínima, mostrándose 

ventajoso para la criopreservación (Terreros C. et al., 2015).  

El dimetilsulfóxido es otro agente crioprotector que contiene un peso molecular de78.13  

g/mol y que permite atravesar la membrana celular de manera rápida, evitando la 

producción de cristales intracelulares al momento de la criopreservación celular (Alvarenga 

et al., 2005; Squires et al., 2004). Esta molécula contiene es su estructura azufre (S), lo 

que facilita atravesar las membranas celulares. Esta rápida capacidad de penetración es la 

que ayuda a disminuir la cantidad de tiempo para desplazar el agua del líquido intracelular 

al entorno extracelular (Gregory M Fahy, 2010). El uso de una pequeña cantidad de este  
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compuesto junto con el glicerol u otro CPA ayuda a estabilizar la célula antes de la 

congelación (Prien, 2016).  

 

Los CPA derivados del grupo de las amidas han aumentado el potencial de congelación, 

son menos tóxicos y han demostrado tener menores resultados dañinos en comparación 

que el glicerol (Gregory M Fahy, 2010). Varias investigaciones han demostrado que la 

dimetilformamida (DMF) con un peso molecular de 73,1 g/mol mejora la motilidad post- 

descongelacion y preserva las membranas celulares (Giugliarelli et al., 2016; Medeiros et 

al., 2002; Squires et al., 2004). 

 
La DMF y la metilformamida (MF) pueden llegar a penetrar los espermatozoides de una 

manera más eficiente, resultando una reducción de la hinchazón durante el periodo de 

equilibrio (Alvarenga et al., 2005). Sin embargo, la DMF, y MF pueden ser las únicas con 

posibles efectos criogénicos (Prien, 2016) . A pesar de que no producen un aumento 

significativo en la motilidad de los espermatozoides después de la descongelación, pueden 

aumentar la fertilidad del semen congelado-descongelado, siendo su uso muy eficaz 

(Medeiros et al., 2002).El uso de DMSO y amidas pueden mejorar la viabilidad y motilidad 

post descongelación en relación con el GLY (Alvarenga et al., 2005).  

 

2.1.2.2. Crioprotectores no permeables (extracelulares) 

 

Los crioprotectores no permeables son polímeros o azucares de cadena larga, de elevado 

peso molecular que no pueden atravesar la membrana plasmática; por lo tanto, su efecto 

protector lo desarrollan en su medio extracelular por medio de mecanismos osmóticos, 

disminuyendo la probabilidad de formación de cristales de hielo intracelulares (Ávila-Portillo 

et al., 2006). El uso de la yema de huevo (YH) en la formulación de los diluyentes brinda un 

efecto crioprotector, principalmente por el contenido de sustancias presentes en la fracción 

plasmática, que inhiben la respiración de los espermatozoides, disminuyendo la motilidad 

(Jiménez-Rabadán et al., 2015). . La función de la YH durante el proceso de congelación y 

descongelación a través del contenido de fosfolípidos (lectina) y lipoproteínas que tienen 

baja densidad (LDL), es adherirse a la membrana celular durante la congelación para 

restaurar los fosfolípidos perdidos, y disminuir el choque térmico (Foulkes, 1977; Pace &  

Graham, 1974). Además, induce un cambio transitorio en la composición de los fosfolípidos  
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previniendo la ruptura de la membrana celular, protegiendo a los espermatozoides 

(Jiménez-Rabadán et al., 2015).  

 

La concentración adecuada usada en los diluyentes depende de cada especie, pero 

generalmente es del 20% (Cruz & Jaramillo, 2016; Pineda González & Pinilla Arenas, 2007). 

La YH mediante centrifugación se separa en dos fracciones, plasma y gránulos. El plasma 

contiene el 85% de LDL y 15 % de livetina (Foulkes, 1977). Sin embargo, el uso de la YH 

puede también presentar ciertas desventajas ya que al ser un componente de origen animal 

representa un riesgo de contaminación de la dosis de inseminación artificial con bacterias, 

pudiendo llegar a ser una fuente de endotoxinas dañando el potencial de fertilidad de los  

espermatozoides (Pace & Graham, 1974).  

 

Por otro lado, los azucares actúan sobre la presión osmótica deshidratando las células, 

reduciendo la cantidad de agua intracelular disponible para la posible formación de hielo 

(Sieme et al., 2015). Además, son una fuente de energía para los espermatozoides durante 

la incubación protegiendo la membrana plasmática durante la congelación y 

descongelación mediante la interacción directa con la membrana celular (Alvarenga et al., 

2016).  

 

Dentro del grupo de los azucares están la sacarosa (α-D-Glucopiranosil – (1→2) – β-D- 

Fructofuranósido) y trehalosa (α-D-glucopiranosil-(1,1)-α-D- glucopiranósido; C12H22O11; 

PM= 342.31). La sacarosa tiene la propiedad de interactuar con las membranas biológicas 

en temperaturas bajo cero y modifica la permeabilidad de manera similar a los agentes  

crioprotectores permeables, disminuyendo la formación de hielo extra e intracelular, 

protegiendo la membrana de los espermatozoides (Arando et al., 2017). La concentración 

de la sacarosa para la crioconservación varía entre especies. En varios estudios se ha 

demostrado que se necesitan mayores concentraciones (100 mM) para optimizar la cinética 

del esperma, disminuyendo la motilidad de los espermatozoides, debido a la mayor 

viscosidad del medio (Sánchez et al., 2011).  

 

La trehalosa un disacárido que actúa como eliminador no enzimático a través de su efecto 

osmótico, induce sus efectos protectores contra el daño oxidativo desempeñando un papel  

en la protección de los espermatozoides contra las EROS (Liu et al., 2016). Además, tiene  
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la capacidad de reducir el shock frio durante el almacenamiento en frio a 5 °C lo que 

demuestra su acción protectora extracelular, ayuda a disminuir las lesiones provocadas por 

los cristales de hielo y provoca deshidratación celular por su efecto hipertónico (Ahmad et 

al., 2015). Una acción adicional es modular la fluidez de la membrana ya que se inserta en 

la bicapa de fosfolípidos y brinda estabilidad de la misma durante la congelación, lo que 

resulta en una mejor resistencia de los espermatozoides frente al daño durante la 

congelación, y descongelación, y mejora su viabilidad y motilidad (Luzko et al., 2018). En 

un estudio realizado por Requena, (2018) reportó, que los espermatozoides expuestos en 

medios a varias concentraciones (0,15M, 0,3M y 0,5M), de sacarosa y trehalosa resultó en 

una reducción significativa de la motilidad espermática en concentraciones más altas; no 

obstante, con las concentraciones más bajas se observó una mejor motilidad.  

 
La leche desnatada contiene la fosfocaseínas, caseínas y beta lactoglobulinas, estas 

proporcionan los nutrientes necesarios para el metabolismo de los espermatozoides, 

funcionando como amortiguadores para el control adecuado de pH, y la osmolalidad,  

protegiendo la membrana plasmática contra el shock por frio y daño oxidativo (Alvarenga 

et al., 2016). Dado que la leche desnatada no contiene lípidos, es tan eficaz como la leche 

entera para proteger el esperma durante el almacenamiento del semen a 48°C, o durante 

la criopreservación (Batellier et al., 1997). Los lípidos no son los responsables de la 

protección que brinda la leche, ya que varios estudios demuestran que los componentes  

activos implicados en la protección de los espermatozoides son las micelas de caseína, que 

son las principales proteínas de la leche (Muñoz et al., 2013).  

 

Además, la adición de lactosa a los diluyentes que contienen caseínas, ayuda a mejorar la 

eficiencia durante la congelación; sin embargó, el filtrado de leche que solo contiene lactosa 

y minerales no es suficiente para proteger el esperma de semental durante el 

almacenamiento, por lo tanto, la lactosa ayuda solo mejorar la eficacia del diluyente, pero 

no es suficiente para proteger los espermatozoides por si solos (Bergeron & Manjunath, 

2006).  

 

2.1.3. Factores que determinan la crioresistencia espermática 

 
En el periodo de congelación, los espermatozoides se enfrentan a una serie de daños 

letales y subletales que principalmente se evidencia una disminución en la fertilidad del  
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semen descongelado (Pérez et al., 2017). Estos daños son provocados por cambios 

bruscos de temperatura y osmolaridad del medio. Puesto que, el descenso de temperaturas 

en la congelación, evitan la producción de cristales de hielo, formando así un daño celular 

del espermatozoide por el estrés osmótico y oxidativo (Watson, 2000). Por lo tanto, la 

calidad espermática del semen congelado depende específicamente de la eficiencia del  

espermatozoide al no perder sus principales funciones como la viabilidad, motilidad y entre 

otros, generando así shock osmótico, térmico y estrés oxidativo (Peña et al., 2011).  

 

El shock osmótico ocurre cuando existen dos situaciones que se vuelven criticas según 

avanza el proceso de congelación; el primero es cuando se diluyen en el medio de 

congelación, ya que es una solución hiperosmolar y cada vez que avanza el proceso, el  

agua del medio se congela, produciendo un aumento relativo de solutos, que aumenta aún 

más la osmolaridad del medio (Sandoval et al., 2007). Por tal motivo, los espermatozoides 

se deshidratan produciéndose una disminución de su volumen. En cambio, en el 

procedimiento de la descongelación, se genera un shock hipoosmótico ya que el medio 

recupera su osmolaridad inicial y los espermatozoides se hinchan de nuevo (Macías García 

et al., 2011). Entonces, estos diferentes cambios de volumen afectan negativamente a la 

integridad de la membrana y al citoesqueleto de la célula (Pérez et al., 2017).  

 

El shock térmico se trata de los cambios de temperatura que provocan una transición de 

fase en los lípidos, especialmente en los fosfolípidos que están en las membranas 

plasmáticas, el acrosoma y las mitocondrias, por lo que provoca principalmente cambios en 

la fluidez de las membranas y pérdida de su integridad y funcionalidad (Clulow et al., 2007).  

 

El estrés oxidativo refiere a la producción de EROS o “radicales libres”. Estas son moléculas 

de tamaño pequeño con una capacidad de difusión e interacción (Bansal & Bilaspuri, 2011). 

Las EROS a bajas concentraciones desarrollan funciones fisiológicas como la capacitación 

o hiperactivación celular; en cambio, al producir una alteración ene le equilibrio en los 

mecanismos específicos de degradación de EROS, se afecta la función de los 

espermatozoides, de la misma manera que ocurre durante la congelación donde la mayor 

parte del plasma seminal que contiene las enzimas antioxidantes se extrae (Carvajal, 

2019).  
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2.1.4. Aditivos y antioxidantes usados en la criopreservación de semen equino: 

 

Los fosfatos tienen propiedades que ayudan a regular el pH, además actúan como 

quelantes de EROS con un fuerte efecto antioxidante contra la oxidación de lípidos por la 

unión a iones metálicos que actúan como catalizadores de oxidación, permitiendo la 

peroxidación lipídica (Kılıç et al., 2015).  

 

Los beta aminoácidos tienen funciones como antioxidantes, normalmente se encuentran en 

el semen y en otras partes del cuerpo para proteger a las células de los EROS (Ijaz &  

Ducharme, 1995). La beta aminoácido taurina ayuda a estimular la motilidad y reacción 

acrosómica en semen equino enfriado, no obstante, no hay investigaciones suficientes que 

demuestren lo mismo en semen equino congelado (Stephens et al., 2013). 

 
La pentoxifilina y cafeína son inhibidores de la fosfodiesterasa, bloquean la descomposición 

enzimática del AMPc, los niveles elevados de este AMPc hacen que se active el glucolisis 

produciendo ATP (Adenosin trifosfato) que se usa para expresar motilidad (Stephens et al., 

2013). Además, al diluir el semen con pentoxifilina o cafeína ayuda aumentar los niveles de 

ATP celular, dando así una motilidad más elevada (Rees et al., 1990).  

 

La seroalbumina bovina (BSA), por su parte tiene como objetivo reducir la variabilidad 

biológica y los problemas de bioseguridad inherentes al uso de la leche, además produce 

un diluyente con una coloración más clara mejorando las características del esperma de 

semental después de la incubación (Gibb et al., 2011). Este se absorbe en la superficie de 

la membrana plasmática del esperma brindando protección contra los efectos nocivos 

durante la conservación (Matsuoka et al., 2006). Además, juega un papel importante en la 

eliminación del colesterol y zinc de los espermatozoides, reduciendo contenidos de 

esteroles en las células (Sariözkan et al., 2009). Varios estudios demuestran que diluyente 

suplementado con BSA al 1% libre de ácidos grasos y bajo endotoxinas mejora la motilidad 

de los espermatozoides después del almacenamiento durante 18 horas en comparación 

con los de la leche descremada tradicional (Diaz-Jimenez et al., 2018; Sánchez et al., 2011). 

En otras especies desempeña un papel como antioxidante dando lugar a mejores tasas de 

fertilidad de los espermatozoides criopreservados (Naijian et al., 2013).  
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Resveratrol  
Activación de la  

vía AMPK  

GSH (+)  
GPx (+)  
SOD (+)  

Catalasa (+)  

Finalmente el resveratrol (RES: trans-3,5,40-trihidroxiestilbeno) es un polifenol no 

flavonoide aislado de las uvas rojas que tiene una actividad antioxidante, antinflamatoria, 

cardioprotectores, quimiopreventivas y anti apoptóticas (Nouri et al., 2018). En cuanto a las 

características fisicoquímicas es un polvo solido blanco con un peso molecular de 

228,25g/mol, baja solubilidad en agua, un punto de fusión entre 253 y 255 C, 

fotosensibilidad al pH, y la presencia de isómeros Trans y Cis, siendo el isómero trans el  

estérico preferido (Restrepo, Varela, et al., 2019). El RES como antioxidante está 

relacionado con la alta propiedad redox de los grupos hidroxilo fenólicos, que actúan como 

eliminadores de radicales libres, este activa muchas enzimas antioxidantes como la 

catalasa y el superóxido dismutasa, inhibiendo los LPO y regulando la expresión de 

cofactores y enzimas antioxidantes (Chi et al., 2008).  

 

Al momento de la congelación de los espermatozoides se eliminan fuentes ricas de 

antioxidantes del semen, es por eso que se ha empezado a usar antioxidantes en medios 

de cultivo para proteger a los espermatozoides de esos efectos destructivos de las EROS 

(Bansal & Bilaspuri, 2011). El RES que tiene una estructura análoga al estradiol, y se asocia 

con el metabolismo y la producción de energía. Este ayuda a mejorar la proteína quinasa 

activada por monofosfato de adenosina (AMPK) produciendo una reducción de la tasa de 

apoptosis de EROS y ADN al preservar el potencial de la membrana mitocondrial seguido 

de la congelación del semen (Juan et al., 2005). Por lo tanto, según el efecto del RES sobre 

la AMPK y la presenciade AMPK en todo el flagelo y en la región post-ecuatorial de la 

cabeza, el RES tiene un papel principal en la motilidad de los espermatozoides (Shabani 

Nashtaei et al., 2017).  

 
 

 

 

 

  
 

Fuente: Adaptado de Pasquariello et al., (2020)  
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Figura 1: Mecanismo del RES  

 

El RES activa la vía AMPK, que se relaciona con la función mitocondrial y una mayor 

actividad del glutatión, el glutatión peroxidasa, el superóxido dismutasa y la catalasa que 

determinaran el equilibrio de EROS. Todo esto ayuda a proteger contra el estrés oxidativo, 

y así se mejora la calidad del esperma, y, por ende, la fertilidad de los espermatozoides  

(Pasquariello et al., 2020).  

 

En un estudio realizado por Nouri et al., (2018) se evaluó la efectividad del resveratrol en la 

cual se compararon tres concentraciones diferentes 5, 10, 20 µM de RES, dando como 

resultado que la suplementación con 10 µM de resveratrol mejoró la motilidad total y 

progresiva y la viabilidad, teniendo un efecto positivo sobre la integridad de la membrana 

posterior a la descongelación y el daño del ADN. A diferencia de que cuando se usaba los 

5 µM no hubo diferencias significativas con El tratamiento control, y cuando se usó 20 µM 

mostraron un efecto negativo sobre la motilidad total (He et al., 2020). Estos resultados nos 

indica que el resveratrol aumenta significativamente la fosforilación de la proteína quinasa 

activada por AMP, y el potencial de membrana mitocondrial, y disminuye los EROS 

(Pasquariello et al., 2020).  



  

26 

  

Pamela Michell López Miranda – Michelle Estefanía Lituma Piña  

 

 

Materiales y métodos 

3.1. Materiales 
 

3.1.1. Materiales físicos 

 

● Refrigerador (Haceb, NEV AS 388L, México)  

● Microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Nikon Eclipse Ci-E, 

contraste defase negativo [Ph1] con filtro verde; Nikon Instruments, Inc., Nueva 

York)  

● Microscopio de contraste de fases (Olympus, CX31RBSFA, Tokio Japon)  
 

● Cámara de Neubauer (MARIENFELD, Alemania)  

● Estufa (Memmert, Alemania)  

● Máquina de calentamiento STC 500 (Fabricación manual)  

● Baño María (Memmert, WNB 10 LITROS, Alemania)  

● Microcentrífuga (PCL-01 series, K centrifuge ,Taipei Taiwan)  

● Platina térmica (Ref: 12055, Minitube, Alemania)  

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

● Vagina artificial (Ref: 11221/0000, Minutube, Alemania)  

● Pipetas automáticas (BOECO, BOE 9610220, Alemania)  

● Criotubos (Wuxi NEST Biotechnology, Jiangsu, China)  

● Tubos Falcon de 15 mLTubos Falcon de 50 mL  

● Tubos Eppendorf de 1,5 mL  

● Papel aluminio  

● Portaobjetos y cubreobjetos  

● Vasos de precipitación de 20 y 100 mL (GLASSCO, GL-229.402.02)  

● Termómetro digital (WMETER, TP101, China)  

● Caja criogénica de poliestireno con dos rampas de congelamiento.  

● Liners de colecta  
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3.1.2. Materiales biológicos 

● Eyaculados de cuatro sementales equinos  

● Agua bidestilada  

3.1.3. Reactivos 

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

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

● N, N-Dimethylformamide (D119-4, LOT 205730, Fisher chemical)  

● Trehalosa (24900594, Sigma – Aldrich)  

● BSA (A311-10G, Sigma – Aldrich)  

● Resveratrol (R5010, Sigma – Aldrich)  

● Alcohol polivinílico (P–8136, Sigma – Aldrich)  

● Hepes Salt, (NaCl, KOH, glucosa, agua destilada)  

● Yoduro de propidio (PI, P4170, Sigma – Aldrich)  

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

● CellROX Deep Red Reagent fluorescent probe (Ref: 10422, Life Technologies)  

● TALP Stock medium (113,94 mM NaCl, 3,08 mM KCl, 0,30mM NaH2PO4 H2O, 

1mM Na-Lactate, 1,97mM CaCl 2H2O,0,50mM MgCl 6H2O, 10mM HEPES  

sodium, and 25mM NaHCO3; 320 mOsm/Kg, pH 7,3)  

● Nitrógeno líquido  
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3.2. Métodos 

 
3.2.1. Área de estudio 

 

 

Figura 2: Ubicación geográfica del área de estudio  

 

La recolección de semen equino se realizó en la hacienda El Carmen ubicado en el valle 

de Yunguilla que se encuentra en el cantón Santa Isabel perteneciente a la provincia de 

Azuay (PPXW+742, Lentag). La Hacienda el Carmen se ubica de 1500 a 3150 metros de 

altura sobre el nivel del mar, con una temperatura de 18º C.   

El procesamiento, congelación y análisis de las muestras frescas y descongeladas se 

realizó en el Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal de la Universidad de 

Cuenca, ubicada en la granja Irquis (Latitud. -3.0801834; Longitud: -79.0753254) la cual se 

encuentra en el km 23 de la vía Cuenca– Girón-Pasaje, perteneciente a la parroquia Victoria 

del Portete, a 2663 msnm, y un clima templado frío con una temperatura promedio de 8°C.  

 

3.2.2. Elaboración de diluyentes y medios 

 

Los diluyentes fueron realizados en base a las recomendaciones de sus casas comerciales:  

 

Tabla 1:Diluyente Botusemen Gold 
 

Reactivo Cantidad 

Botusemen-Gold®
 8,5 g  

Agua purificada 100ml  

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 ºC.  
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Tabla 2: Diluyente Botusemen special 
 

Reactivo Cantidad 

Botusemen-Special® 8,5 g  
Agua purificada 100ml  

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 ºC.  
 

En las siguientes tablas se detallas los reactivos que se ocuparon con las que se 
elaboraron las tinciones.  

 

Tabla 3: Medio de HEPES para fluorescencia 
 

Reactivo Cantidad 

Hepes Salt  476,62 mg  

Cloruro de sodio  1151,27 mg  

KOH  16,5 mg  

Glucosa  198,77 mg  

Agua destilada  100 ml  

Se almacenó en alícuotas en 250 μL en tubos eppendorf y se congeló a -20 °C.  

 

 
Tabla 4: Yoduro de propidio 

 

Reactivo Cantidad 

Yoduro de propidio  1 mg  

PBS  1 mL  

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 °C.  

 
 

Tabla 5: Aglutinina 
 

Reactivo Cantidad 

PNA-FITC Aglutinina  0,2 mg  

BSA  5 mg  

PBS  1 ml  

Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 °C.  
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Tabla 6:TALP 
 

Reactivo Cantidad 

NaCl  113,94 mM  

KCl  3,08 mM  

NaH2PO4 H2O  0,30mM  

CaCl 2H2O  1,97mM  

Na-Lactate  1Mm  

MgCl6H2O  0,50mM  

HEPES sodium  10mM  

NaHCO3  25mM  

 
Se almacenó en alícuotas de 50 μL y se congeló a -20 °C  

 

 
Tabla 7: PBS 

 

Composición Cantidad Cantidad 

Solución A mM g/L (10x) 

NaCL  136,89  80,0  
KCl  2,68  2,0  

Na2HPO4 H2O  8,09  29,0  
KH2PO4  1,47  2  

Solución B mM g x100 ml (10x) 
CaCl 2H2O  0,457  0,67  

MgCl 6H2O  0,492  1,0  

 

Esterilizar las soluciones A y B separadamente, luego tomar 100 ml de la solución A y 10 

ml de la solución B, y 890 ml de agua para preparar 1000 ml de PBS  

 

3.2.3. Diseño experimental 

 
En este experimento se evaluó el efecto antioxidante y crioprotector del Resveratrol en dos 

protocolos de criopreservación, la congelación convencional y la vitrificación, sobre la 

supervivencia de espermatozoides equinos. Para este propósito se recolectaron un total de 

16 eyaculados de semen provenientes de 4 caballos españoles adultos, fértiles y 

clínicamente sanos. A cada caballo se le recolectó un eyaculado por semana usando una 

vagina artificial (Minutube, Alemania) durante 4 semanas. Cada eyaculado fue diluido  
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inicialmente 1:1 con Botusemen-Special® (Botu/Special, BotuPharma, Brasil) y fue 

transportado al Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal de la Universidad 

de Cuenca en un tiempo aproximado de 60 minutos. El semen diluido fue centrifugado a 

400 gravedades durante 10 minutos y el pellet fue resuspendido con el diluyente 

Botusemen-Gold®
 (Botu/Special, BotuPharma, Brasil) a una concentración inicial de 100 X 

106 esp/ml. Con esta dilución base se realizó cuatro tratamientos según el tipo de 

criopreservación (Congelación y vitrificación) y el tratamiento con RES (RES y control):   

 Tratamiento 1 (C-RES): Congelación convencional con 10 µM de RES  

 Tratamiento 2 (C-Co): Congelación convencional control  

 Tratamiento 3 (V-RES): Vitrificación cinética con 10 µM de RES  

 Tratamiento 4 (V-Co): Vitrificación cinética control  

 

3.2.4. Reproductores y recolección de semen 

 
La recolección del semen se realizó en cuatro caballos reproductores de la raza española 

de 7 a 16 años de edad clínicamente sanos, con una condición corporal normal de 7/10, 

ejercitados, con un protocolo de desparasitación cada 3 meses conjunto con vitaminas, y 

minerales, sexualmente maduros, con un manejo de monta, en cuerda y en aire libre. Su 

alimentación es a base de balanceado (Derby mantenimiento), en horario de tres veces al  

día, y entre comidas un tercio de paca de alfalfa o avena. La colecta del semen se hizo 

mediante vagina artificial a una temperatura entre 40-47 °C. Antes de la colecta se 

exteriorizó y limpió el pene con agua tibia (a 37 º C).  

 

Posterior a esto, se procedió a la recolección del semen, sin producir estrés al animal. 

Inmediatamente después de la recolección cada eyaculado fue pre-diluido en una 

proporción 1:1, con el diluyente Botusemen-Special®,
 atemperado a 37°C. Luego de esto 

las muestras fueron transportadas a una temperatura de 22 °C hasta el Laboratorio de 

Biotecnología de Reproducción Animal, en un tiempo máximo de 1 hora, para su evaluación 

inicial y posterior procesamiento.  
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3.2.5. Criopreservación de muestras 
 

Una vez que las muestras frescas y diluidas llegaron al laboratorio, fueron analizadas para 

determinar la motilidad total y el score (progresividad en escala del 1 al 5; 1 sin movimiento, 

5 progresivo rectilíneo y rápido).  

 

3.2.5.1. Congelación convencional 

Para la congelación convencional (C-Co; C-RES), el semen se ajustó a una concentración 

final de 50 X 106
 esp/ml usando el diluyente Botusemen-Gold®

 suplementado con 

dimetilformamida (DMF) al 5% y 10 µM (C-RES) o 0 (C-Co) mM de RES. Las muestras de 

cada grupo experimental se refrigeraron durante 2 horas, luego se cargaron manualmente 

en pajuelas de 0,5 ml y se sellaron con alcohol polivinílico (P–8136, Sigma). Las pajuelas 

se congelaron utilizando un protocolo de congelación según lo detallado por Tamay et al. 

(2022) que incluyó una caja criogénica de poliestireno con NL2, y dos rampas internas a 

diferentes distancias. Se colocó las pajuelas en la primera rampa a 17 cm por encima de la 

superficie del NL2 durante 4 minutos y luego en una segunda rampa inferior durante 2 

minutos a 7 cm por encima del NL2. El descenso de las pajuelas desde la primera a la 

segunda rampa se realizó rápidamente usando una pinza pre-enfriada. Finalmente, las 

pajuelas se sumergieron en NL2, y se almacenaron en portagoblets en los tanques de NL2, 

y se mantuvieron durante 1 mes. Se congelaron un total de 80 pajuelas (5 pajuelas por 

eyaculado; 20 pajuelas / caballo).  

La descongelación de pajuelas se realizó sumergiendo las pajuelas en baño maría a 37 ºC 

durante 30 segundos. El contenido se vertió en tubos Eppendorf de 1,5 ml, y posterior a 

esto se realizaron los análisis respectivos.  

 
3.2.5.2. Vitrificación de muestras 

Para la vitrificación, el semen se ajustó a una concentración final de 50 X 106
 esp/ml usando 

el diluyente Botusemen-Gold®
 suplementado con 1% de BSA, 100 mM de trehalosa y 10 

µM (C-RES) o 0 (C-Co) mM de RES. Después del enfriamiento de 1 hora, el semen con el 

medio de vitrificación se dejó caer libremente sobre el NL2 en gotas de 30 µl a una altura 

de 15 cm, y los pellets formados se almacenaron en criotubos (Wuxi NEST Biotechnology, 

Jiangsu, China) de 2 ml. Se vitrificaron en un total de 32 criotubos (2 criotubos / eyaculado; 

8 criotubos /caballo).  
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El calentamiento se realizó en un dispositivo de calentamiento STC-3008 ajustado a una 

temperatura de 65 ºC. Los pellets se dejaron caer en las platinas térmicas durante 3 

segundos y el contenido se recogió en un vaso de precipitación de 20 mL. Las muestras  

espermáticas se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos e inmediatamente se 

resuspendiron en el diluyente Botusemen-Special
 para los análisis de calidad espermática.  

 

3.2.6. Evaluación de la cinemática e integridad de membranas espermáticas 

Las cinemáticas de las muestras espermáticas frescas y post-criopreservación (C-RES, C- 

Co, V-RES y V-Co) se analizaron objetivamente utilizando un sistema computarizado 

CASA-SCA®
 (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0.99 software. Microptic 

S.L., Barcelona, España) acoplado a un microscopio de contraste de fases (Nikon Eclipse 

modelo 50i; contraste negativo).  

 

Para ello, posterior a la descongelación y calentamiento se colocó una alícuota de 5 μL de  

cada muestra en portaobjetos calentados a 37 °C y cubiertos con un cubreobjetos. Se 

evaluaron un mínimo de tres campos y 200 trayectos de espermatozoides (velocidad de 

adquisición de imágenes 25 fotogramas/s). Se registraron 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) según lo descrito por (Tamay et al., 2022).  

 

La evaluación del estado de las membranas plasmática y acrosomal se usó la doble tinción 

fluorescente simultánea con yoduro de propidio y aglutinina “PI-PNA-FITC”. Cada muestra 

de los diferentes grupos experimentales se colocó en 200 µL de HEPES a una 

concentración promedio de 20 x 106
 esp/mL y en condiciones de oscuridad se adicionó una 

mezcla (5 µL) de yoduro de propidio (PI, Sigma P4170) y FITC/PNA aglutinina (Arachis 

hypogaea, PNA-FITC, Sigma L7381). Se colocó 5 µL de la muestra en un portaobjetos. Se 

examinó un total de 100 espermatozoides por portaobjetos utilizando un microscopio óptico 

de epifluorescencia Nikon Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. New York, NY, USA) con 

un filtro de paso de triple banda (40 x aumentos con una excitación: 450 - 490 nm, y emisión: 

520 nm) y se clasificaron en cuatro categorías: 1) membrana plasmática intacta/acrosoma 

intacto (IPIA, %); 2) membrana plasmática intacta/acrosoma dañado (IPDA, %); 3)  
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membrana plasmática dañada/acrosoma intacto (DPIA, %); y 4) membrana plasmática 

dañada/acrosoma dañado (DPDA, %). Además, se calculó el porcentaje de integridad total  

de las membranas plasmáticas (Total IP: IPIA + IPDA) y acrosómicas (Total IA: IPIA +  

DPIA).  

 

3.2.7. Evaluación del estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se evaluó utilizando la sonda fluorescente CellROX Deep Red Reagent® 

(2,5 mM; CAT 10422 Life Technologies, NY, USA) diluida en DMSO DMSO; Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, USA) para una concentración final de 1mM (75µl de DMSO en 50 µl de 

CellROX) según lo detallado por Tamay et al. (2002). Este análisis se realizó utilizando un 

microscopio de epifluorescencia (modelo Eclipse Ci. L 100 -240V, Nikon, Tokio, Japón) con 

un aumento de 40X utilizando una combinación de tres filtros: B-2A (excitación 450-490 

nm y emisión 520 nm), G-2A (excitación 510-560 nm y emisión 590 nm), y UV-2E/C 2A 

(excitación 330-380 nm y emisión 420 nm). Se añadió una alícuota de 200 µL (20 x10 6
 

espermatozoides/mL) de cada muestra de esperma, 0,5 µL de CellROX (1 mM) y 2 uL de 

Hoescht 33342 [diluido en PBS a una concentración de 1mg/ml (p/v)] y se incubó a 37°C 

durante 30 minutos. Tras la incubación, cada muestra se centrifugó durante 5 min a 2000 

g, y se eliminó el sobrenadante; el precipitado se resuspendió en 200 μL de medio Buffer  

fosfato salino (PBS). Para evaluar los espermatozoides con presencia de EROS, se colocó 

una alícuota de 5 μL de cada muestra en un portaobjetos cubierto con un cubreobjetos. En 

cada muestra se contaron 200 células y se clasificaron según su grado de estrés oxidativo 

en: (1) Espermatozoides sin estrés oxidativo. - Pieza intermedia y cola sin tinción; (2) 

Espermatozoides con estrés oxidativo moderado. - Pieza intermedia y cola teñida de rojo 

pálido; y (3) Espermatozoides con estrés oxidativo intenso. - Pieza intermedia y cola teñida 

de rojo intenso.  

3.2.8. Evaluación de fragmentación de ADN 

 
La fragmentación del ADN equivalente a la estabilidad de la cromatina del núcleo 

espermático se evaluó según el protocolo indicado por Martins et al. (2007), con algunas  

modificaciones. Para ello, se tomó 10 µL de las muestras criopreservadas y se realizó un 

frotis en un portaobjetos. Las muestras espermáticas de cada grupo experimental se 

dejaron secar y se fijaron por al menos 12 horas en una solución fijadora [(PBS (o solución 

de Carnoy), y una mezcla de metanol (90%), y ácido acético glacial (99,7 %) en proporción  
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3:1]. Los frotis se secaron al aire y se incubaron en solución de tampón (80 mmol/L de ácido 

cítrico y 15 mmol/L de Na2HPO4, pH 2,5) a 75 ºC durante 5 min para favorecer la estabilidad 

de la cromatina. Posteriormente, las muestras fueron teñidas con el fluorocromo naranja de 

acridina (0,2 mg/mL). Los frotis se lavaron con agua bidestilada 1 o 2 veces por 2 segundos. 

Estando aún húmedas, se cubrieron con cubreobjetos y se evaluaron con un microscopio 

de epifluorescencia [(modelo Eclipse Ci. L 100 -240V, Nikon, Tokio, Japón) (excitación: de 

490/530 nm)]. Se analizaron cien células en cada portaobjetos de tratamiento. Los 

espermatozoides con contenido normal de ADN presentaron fluorescencia verde, mientras  

que los que tengan ADN anormal emitieron fluorescencia en un espectro entre el amarillo  

verdoso al rojo naranja. El porcentaje de espermatozoides con cromatina intacta se calculó 

dividiendo el número de espermatozoides teñidos de verde entre el número total de 

espermatozoides, multiplicado por 100.  

3.2.9. Análisis estadísticos 

Los datos fueron analizados en el software STATISTICA v.12. Las variables serán 

sometidas a la prueba de Shapiro-Wilk para determinar una distribución normal; aquellas 

variables porcentuales y numéricas que no siguieron una distribución normal fueron 

transformadas a Arcoseno o Log-10, respectivamente previo a los análisis estadísticos. Un 

ANOVA factorial de 2 x 2 y la prueba de posHoc de Boferroni fueron usadas para comparar 

los dos métodos de criopreservación, congelación y vitrificación y dos tratamientos, 

Resveratrol y control sobre la cinemática, integridad de membranas y estrés oxidativo. 

Además, se incluyó al “caballo” como covariable por la posible variación entre los 

reproductores. El nivel de significancia fue considerado como P < 0,05.   
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Resultados 

4.1. Cinemática 
 

El análisis de la cinemática evidenció una interacción significativa entre el tipo de 

criopreservación y tratamiento (P < 0,05 y P < 0,001) en las motilidades (MT y MP),  

velocidades (VCL y VSL) y parámetros de relación de progresión (STR, LIN y WOB). Por 

otro lado, al incluir el factor “reproductor” se evidenció diferencias significativas entre 

caballos en las motilidades, VSL, parámetros de relación de progresión y BCF (Ver Figuras 

3 – 6).  

 

Los parámetros cinéticos tales como la MT, MP, VCL, VCL-RAP, VSL, VSL-RAP y ALH se 

vieron afectados por la criopreservación, independientemente del tipo (congelación o 

vitrificación) y la adición del RES, debido a que sus valores se redujeron (P < 0,05) después 

de los procesos criogénicos en comparación con sus valores en fresco.  

 

Los tratamientos de congelación (C-Res y C-Co) produjeron mayores porcentajes de MT y 

MP que aquellos tratamientos de vitrificación (V-RES y V-Co). En la vitrificación, no 

obstante, se evidenció un efecto crioprotector del RES al producir mayores porcentajes de 

MT y MP con el tratamiento V-RES en comparación con el tratamiento control V-Co (Figura 

3).  

Figura 3: Porcentajes total de motilidad total (MT) y progresiva (MP) de espermatozoides  
 

frescos y criopreservados mediante congelación (C-RES y C-Co [control]) y vitrificación (V- 

RES y V-Co [control]) con Resveratrol. * Diferencias significativas entre caballos (P < 0,05).  
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Letras diferentes en cada barra expresan diferencias significativas entre tratamientos y 

motilidades a – b – c – d, P < 0,05; a – c, a – d, b – d, P < 0,01.  

El análisis de las velocidades demostró que los tratamientos de congelación (C-Res y C- 

Co) produjeron una mayor VCL que el tratamiento V-RES. Sin embargo, no se evidenció 

diferencias significativas entre tratamientos el análisis de la VCL-RAP. Por otro lado, los 

tratamientos de congelación produjeron menores valores (P < 0,05) de VSL y VSL-RAP 

comparado con los tratamientos de vitrificación (Figura 4).  

 

 

 
 
 

Figura 4: Velocidades curvilíneas (VCL) y rectilíneas (VSL) junto con sus trayectorias 

rápidas progresivas (VCL-RAP y VSL-RAP) de espermatozoides de caballo diluidos con 

Resveratrol (RES) y criopreservados por congelación (C-RES y C-Co [control]) y vitrificación 

(V-RES y V-Co [control]). * Diferencias significativas entre caballos (P < 0,05). Letras  
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diferentes en cada barra expresan diferencias significativas entre tratamientos y 

velocidades, a – b – c, P < 0,05; a – c, P < 0,01  

En el análisis de los parámetros de relación de progresión, los tratamientos de vitrificación 

(V-RES y V-Co) produjeron mayores porcentajes de espermatozoides con linealidad (LIN) 

y oscilación (WOB) que aquellos tratamientos de congelación (C-RES y C-Co) (Figura 5). 

Figura 5: Rectitud (STR), Linealidad (LIN) y oscilación (WOB) de espermatozoides frescos  

 

y criopreservados mediante congelación (C-RES y C-Co [control]) y vitrificación (V-RES y 

V-Co [control]) con Resveratrol. * Diferencias significativas entre caballos (P < 0,05). Letras  

diferentes en cada barra expresan diferencias significativas entre tratamientos y  

parámetros, a – b – c – d, P < 0,05; a – c, a – d, b – d, P < 0,01.  

Finalmente, los valores de ALH y BCF fueron más altos (P < 0,05) con los tratamientos de 

congelación frente a los de vitrificación, independientemente de la adición de RES (Figura 

6).  
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Figura 6: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida 

de flagelo (BCF) de espermatozoides de caballo frescos y criopreservados mediante 

congelación  (C-RES  y  C-Co  [control])  y  vitrificación  (V-RES  y  V-Co  [control])  con 

Resveratrol. * Diferencias significativas entre caballos (P < 0,05).  Letras diferentes en cada 

barra expresan diferencias significativas entre tratamientos y variables a – b – c – d, P < 

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

 

 

4.2. Integridad de membranas 

 
En el análisis del estado de las membranas plasmática y acrosómica se evidenció una 

interacción significativa (P < 0,01) entre el tipo de criopreservación y tratamiento en las  

categorías IPIA, DPDA y total IP. Además, al incluir el factor “reproductor” se evidenció 

diferencias significativas entre caballos en las categorías IPIA, DPIA, DPDA, Total IP y Total 

IA (Ver Tabla 8).  

 

Los tratamientos de congelación (C-RES y C-Co) produjeron mayores porcentajes (P < 

0,05) de IPIA y Total IP que aquellos tratamientos de vitrificación (V-RES y V-Co). Sin 

embargo, en la vitrificación, al igual que las motilidades, se evidenció un efecto crioprotector 

del RES, al demostrar que el tratamiento V-RES produjo porcentajes más altos de IPIA y 

Total IP en comparación con su control C-Co. En este mismo sentido, los tratamientos de 

congelación produjeron menores porcentajes (P < 0,05) indeseables de espermatozoides  

con la membrana plasmática dañada y acrosoma íntegro (DPIA) que los tratamientos de 

vitrificación. Asimismo, en la vitrificación, el tratamiento V-RES produjo un menor porcentaje  
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(P < 0,05) indeseable de DPIA que su contraparte control C-Co. En la categoría indeseable 

DPDA de espermatozoides con membrana plasmática y acrosomal dañadas, el tratamiento 

C-RES produjo un menor porcentaje (P < 0,05) que el tratamiento V-Co. Finalmente, el 

tratamiento C-RES produjo un mayor porcentaje de espermatozoides con total integridad 

del acrosoma que los tratamientos de vitrificación (V-Res y V-Co) (Tabla 8).  

 

Tabla 8 8: Estado de las membranas espermáticas en diferentes categorías de 

fluorescencia (prueba PI / PNA-FITC) de espermatozoides de caballo diluidos con 

Resveratrol (RES)y entonces congelados (C-RES y C-Co [control]) y vitrificados (V-RES y 

V-Co [control]).  

 

Categorías de 

Fluorescencia  

Tratamientos     
   
C-RES  

(n = 48)  

C-Co  

(n = 48)  

V-RES  

(n = 45)  

  
V-Co  

(n = 48)  

IPIA (%)*(A x B)  61,9 ± 1,32a  56,6 ± 1,77a  47,9 ± 1,67b  25,7 ± 1,49c  

IPDA (%)  0,65 ± 0,09  0,79 ± 0,18  0,56 ± 0,09  0,44 ± 0,15  

DPIA (%)*(A x B)  21,0 ± 0,80c  21,9 ± 1,19c  30,0 ± 2,05b  49,3 ± 2,50a  

DPDA (%)*  17,1 ± 1,02b  20,6 ± 1,35 ab  21,7 ± 0,99ab  24,5 ± 1,57a  

Total IP (%)*(A x B)  62,5 ± 1,32a  57,4 ± 1,79a  48,4 ± 1,65b  26,1 ± 1,53c  

Total IA (%)*  82,8 ± 1,07a  78,5 ± 1,34ab  77,8 ± 0,98b  75,0 ± 1,60b  

 
Letras diferentes en cada fila difieren significativamente entre tratamientos a

 
–
 
b

 
–
 
c, P < 0,05. 

Asterisco representa diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. (A x B)
 Interacción 

significativa entre tipo de criopreservación (A) y tratamiento (B), (A x B)
 P < 0,01.  
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4.1. Fragmentación de ADN 

En el análisis de espermatozoides con el ADN fragmentado (cromatina condensada) se 

evidenció que los tratamientos de vitrificación (V-RES y V-Co) produjeron menores 

porcentajes (P < 0,05) que el tratamiento de congelación control C-Co. Es importante 

señalar que al incluir el factor “reproductor” se evidenció diferencias significativas (P < 0,05)  

entre caballos (Figura 7).  

 
 
 

Figura 7:  

Fragmentación de ADN (%)  

de espermatozoides de caballo criopreservados mediante congelación (C-RES y C-Co 

[control]) y vitrificación (V-RES y V-Co [control]) con Resveratrol. * Diferencias significativas 

entre caballos (P < 0,05). Letras diferentes en cada barra expresan diferencias 

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

4.1. Estrés oxidativo 

En el análisis del estrés oxidativo (EO) y sus categorías (moderado e intenso) se evidenció 

una interacción significativa (P < 0,05) entre el tipo de criopreservación y tratamiento (P <  

0,01) y un efecto significativo del reproductor (P < 0,05) en las categorías EO intenso y EO 

total (Figura 8).  

El análisis del EO moderado demostró que los tratamientos de vitrificación (V-RES y V-Co) 

produjeron menores porcentajes (P < 0,05) de EO moderado en comparación con el 

tratamiento de congelación control C-Co. Sin embargo, en el EO intenso, el tratamiento C- 

Co produjo un mayor porcentaje (P < 0,05) frente al tratamiento V-Co. De la misma manera,  
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los tratamientos de vitrificación produjeron menos porcentajes de EO total que el 

tratamiento C-Co. No obstante, en la congelación se evidenció un efecto antioxidante del  

RES al producir menores porcentajes de EO total con el tratamiento C-RES frente a su 

contraparte control C-Co (Figura 8).  

 
Figura 8: Estrés oxidativo (EO, %) moderado, intenso y total de espermatozoides de 

caballo criopreservados mediante congelación (C-RES y C-Co [control]) y vitrificación (V- 

RES y V-Co [control]) con Resveratrol. * Diferencias significativas entre caballos (P < 0,05).  

Letras diferentes en cada barra expresan diferencias significativas entre tratamientos y 

motilidades a – b, P < 0,05  
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Discusión 

Los resultados de esta investigación demostraron que, en general, la congelación 

convencional produjo una mejor criorespuesta que la vitrificación, independientemente de 

la adición del RES. No obstante, la vitrificación produjo mayores valores de velocidad 

rectilínea, oscilación y linealidad, junto con menores valores de fragmentación de ADN que 

la congelación convencional. Esto hace atractiva a la técnica de vitrificación. Por otro lado, 

el efecto de RES fue evidenciado en la congelación únicamente en la disminución del estrés 

oxidativo; mientras que en la vitrificación el RES produjo una mayor motilidad total y 

progresiva y mayor integridad de las membranas plasmática y acrosomal. También, se 

observó una interacción entre el tipo de criopreservación y la adición RES, dado que la 

congelación convencional (C-RES y C-Co), obtuvo mejores porcentajes de MT y MP, 

integridad de membranas (IPIA y Total IP) que los tratamientos de vitrificación (V-RES y V- 

Co). La V-RES mostro ser significativamente mayor que la V-Co, evidenciando un efecto 

crioprotector del RES sobre la cinemática y la integridad de membranas en muestras 

vitrificadas. Además, las muestras vitrificadas suplementadas con RES (V-RES) produjo un 

menor porcentaje indeseable de DPIA que el control (V-Co). De la misma manera se 

evidenció menores porcentajes en la vitrificación (V-RES y V-Co) a comparación que la 

congelación control (C-Co). Por otra parte, el estrés oxidativo, mostró que la vitrificación 

produjo menores porcentajes de EO total que el C-Co. Aunque, en la congelación se 

evidenció un efecto antioxidante del RES al producir menores porcentajes de EO total con 

la C-RES frente a su control (C-Co). Mientras que, en la fragmentación del ADN se vio que 

el método de vitrificación produjo menores porcentajes que el método de congelación.  

 

El éxito de la congelación de semen equino se ha asociado directamente con el efecto 

individual de la raza sobre la criotolerancia espermática y con la disminución del número de 

alteraciones que afectan la MT, MP, VCL, linealidad, permeabilidad de la membrana 

plasmática, morfología, fragmentación del ADN, peroxidación lipídica e incluso actividad 

mitocondrial del esperma (Restrepo, Varela, et al., 2019). Sin embargo; el método de 

congelación convencional con vapores de nitrógeno líquido tiene un efecto sobre la 

integridad de las membranas y la motilidad del esperma equino (Restrepo, Varela, et al., 

2019). En cambio, la vitrificación es considerada una de las técnicas más usadas para  

preservación de ovocitos y embriones bovinos (Le et al., 2019), pero representa una 

alternativa para la crioconservación del esperma equino, a pesar de que ha mostrado una  
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baja capacidad para preservar la motilidad y una reducción significativa de la viabilidad y la 

integridad acrosómica, ya que los espermatozoides de equino son más sensibles al daño 

osmótico (Restrepo, Varela, et al., 2019). Según Castex & Miragaya, (2015) en los equinos 

esta técnica ha mostrado un bajo porcentaje en las variables de motilidad, viabilidad y la 

funcionalidad de la membrana plasmática de los espermatozoides. Estos hallazgos son 

similares a nuestro estudio, ya que en el tratamiento V-Co obtuvo los porcentajes más bajos 

(14,78804 % - 8,26294 %) de MT y MP en comparación con los demás tratamientos; no 

obstante, mediante esta misma técnica de criopreservación con la suplementación de RES, 

el porcentaje de MT y MP incremento significativamente (37,83471% - 19,38586 %). A 

pesar de esto, en nuestra investigación se obtuvieron mejores resultados en los parámetros 

cinéticos (MT, y MP) con los tratamientos de congelación (C-Res y C-Co) que aquellos 

tratamientos de vitrificación (V-RES y V-Co), similar a los resultados reportados por 

Aristegui Ibarra et al., (2017). En dicho estudio realizado en espermatozoides de chivo el 

porcentaje de espermatozoides motiles (53,5 %) resulto significativamente mayor después 

de la congelación convencional en comparación con la vitrificación (46,8 %).  

 

Estos resultados favorables en las variables cinemáticas de la congelación convencional en 

comparación con la vitrificación podrían ser explicados debido a las diferencias en la 

velocidad de enfriamiento, considerando que congelación lenta es menos letal para los 

espermatozoides, mientras que el proceso de vitrificación implica un enfriamiento 

ultrarrápido (de 2000 a 100000 °C/min) de pequeñas muestras sin el uso de crioprotectores  

penetrantes que produce más criodaños y conduce a un incremento de espermatozoides 

no viables (Aristegui Ibarra et al., 2017; Isachenko et al., 2003, 2008).  

 

Por otro lado, en la actualidad se han utilizado nuevas estrategias como la suplementación 

de antioxidantes en los medios de criopreservación de espermatozoides (Restrepo, Pizarro, 

et al., 2019). El RES, es un polifenol con una potente actividad antioxidante, que ha 

demostrado efectos positivos a diferentes niveles, tales como prevención del daño del ADN, 

control de la sobreproducción de EROS y la mejora del sistema de defensa antioxidante de 

los espermatozoides (Ahmed et al., 2020; Zhu et al., 2019). La eficiencia de la 

suplementación de RES se ha evidenciado en estudios realizados en humanos (Garcez et 

al., 2010; Mongioì et al., 2021), carneros (Silva et al., 2012), cabras (Al-Mutary et al., 2020), 

verracos (Zhu et al., 2019), gallos (Najafi et al., 2019), toros (Assunção et al., 2021) y  
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equinos (Li et al., 2018). En semen de caballos Árabes de baja calidad, Nouri et al., (2018) 

evaluaron diferentes concentraciones de RES (5 µM, 10 µM, y 20 µM ) y determinaron que 

la suplementación de 10 µM de RES al diluyente compuesto por leche semidesnatada, 

caseinato de sodio y azucares, suplementado con 4% de yema de huevo y 5% de N,N- 

dimetilformamida mejoró la MT, MP y la viabilidad. En cambio, los resultados de nuestro 

estudio mostraron que el método de congelación convencional resulto en una mayor MT y 

MP en comparación con el método de vitrificación. En este último, la suplementación del 

RES mejoró significativamente estos valores en comparación con la V-Co.  

 

Por otra parte, en nuestro estudio otras variables cinemáticas como la VCL, VCL-RAP, VSL, 

VSL-RAP y ALH se vieron afectados por la criopreservación del semen equino, 

independientemente del método de congelación o vitrificación comparando con las 

muestras en fresco. Estos resultados son congruentes con un estudio realizado por Tamay 

et al., (2022) en espermatozoides equinos, quienes reportaron que después de la 

criopreservación los parámetros cinemáticos (MT, VCL, VAP, VSL, LIN, WOB, ALH, BCF) 

de las muestras criopreservadas disminuyeron en comparación con las muestras frescas. 

Asimismo, se ha reportado que la criopreservación de semen humano mediate dos 

diferentes métodos (Irvine Scientific y Cleveland Clinic Foundation) tiene potenciales 

efectos deletéreos sobre los parámetros cinemáticos de los espermatozoides, como la 

motilidad y viabilidad (Nallella et al., 2004). Estas variables tras la descongelación 

disminuyeron significativamente en comparación con las muestras frescas. Estos hallazgos 

sugirieron que el proceso de congelación-descongelación de los espermatozoides equinos 

realizado en la presente investigación, pudieron haber expuesto a los espermatozoides al  

estrés osmótico, causando formación de cristales de hielo, que como consecuencia provoca 

daño celular, reduce los parámetros cinemáticos y la calidad del esperma (Di Santo et al., 

2012; Til et al., 2016).  

 

También se ha reportado que la crioconservación de espermatozoides de bovino mediante 

vitrificación resultó en una reducción significativa de los valores de VCL, VAP, VSL, ALH y 

BCF en comparación con la congelación convencional (Amón Togra & Jaramillo López, 

2023). En nuestro estudio la congelación convencional independientemente de la 

suplementación o no de RES (C-Res y C-Co) produjeron una mayor VCL, ALH, y BCF que 

el tratamiento V-RES. Por el contrario, el método de congelación convencional con y sin  
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adición de RES produjo menores valores de VSL y VSL-RAP comparado con los él método 

de vitrificación (V-Co). Además, las variables de LIN y WOB fueron significativamente más 

altas tras la vitrificación que luego de la congelación convencional. Los parámetros 

cinemáticos VAP, VSL y VCL, son importantes en la evaluación del semen de los 

mamíferos, ya que están relacionados con el transporte de espermatozoides en el tracto 

genital de la hembra y tienen una correlación con la tasa de fertilización (Robayo et al., 

2008; Verstegen et al., 2002). Asimismo, las muestras espermaticas con valores altos de 

LIN y BCF presentan una mejor migración y penetración en el moco cervical (Mortimer,  

2000; Verstegen et al., 2002).  

 

Es bien conocido que el proceso congelación- descongelación produce criolesiones en la 

membrana plasmática y acrosoma de los espermatozoides mamíferos debido al estrés  

térmico que ocurre a temperaturas menores o iguales a 5 °C (Yánez-Ortiz et al., 2022; 

Yeste, 2016). Este proceso genera cambios en la organización y degradación peroxidativa 

de las bicapas lipídicas, altera la integridad de las membranas espermáticas, los cuales 

afectan a las características seminales con tendencia a la perdida de la calidad espermática 

(Aitken et al., 2012; Pereira et al., 2022; Tayupanta & Villafuerte, 2022).  

 

La integridad de la membrana plasmática es muy importante para la funcionalidad del  

espermatozoide, esta tiene un papel fundamental en el metabolismo espermático, y los 

procesos antes de la fecundación como la capacitación y la reacción acrosómica (Rubio - 

Guillén et al., 2009). De igual manera, la capacidad para sobrevivir a temperaturas bajas 

depende de la permeabilidad de la membrana plasmática (Oldenhof et al., 2012). 

Previamente, un estudio desarrollado en espermatozoides equinos demostró que el 

proceso de criopreservación afectó la integridad de la membrana plasmática y la membrana 

acrosomal (IPIA), conduciendo a una reducción significativa de sus valores porcentuales en 

comparación con las muestras frescas (24.3 % vs 82.7% respectivamente) (Tamay et al., 

2022).  

 

Por consiguiente, con el propósito de reducir el daño de la integridad de las membranas y 

los efectos tóxicos de los radicales libres durante la criopreservación del esperma, los  

diluyentes de semen se han suplementado con un novedoso compuesto antioxidante como 

el RES. Nouri et al., (2018) indicaron que en espermatozoide equinos la adición de 10 µM  
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de RES fue efectiva sobre la integridad de la membrana plasmática y el potencial de la 

membrana mitocondrial en comparación con las muestras control (55,34 vs 50.33 % 

respectivamente). En espermatozoides de chivo se ha probado diferentes concentraciones 

de RES (10, 50, 100 y 250 µM ) y la utilización de 10 µM resultó ser la más efectiva en la 

protección de la integridad del acrosoma en comparación con el grupo control y las demás 

concentraciones (Lv et al., 2019). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de 

nuestro estudio, dado que tras la descongelación evidenciamos una mejora en la integridad 

de la membrana plasmática y acrosomal (IPIA) en el tratamiento con suplementación de 

RES en comparación con el control. Interesantemente, el efecto crioprotector del RES fue 

aún más evidente en las muestras vitrificadas-calentadas, y se demostró una interacción 

significativa entre el método de criopreservación y la segmentación o no de RES.  

 

Sin embargo, el efecto protector de RES sobre la membrana plasmática y acrosomal parece 

ser dependiente de la dosis en otras especies, donde se ha evaluado su efecto utilizando 

diferentes concentraciones, que son notablemente superiores a la utilizada en los diluyentes 

de criopreservación de semen equino. Assunção et al., (2021). reportaron que la 

suplementación de 0,05 mM de RES al diluyente de congelación mejoró significativamente 

la integridad de la membrana plasmática y acrosoma en espermatozoides de bovino. Otro  

estudio realizado en espermatozoide de bovino indicó que la adición de 50 µM de RES al 

diluyente sintético TCG + YH + 5% glicerol mejoró significativamente el porcentaje de IPIA 

y redujo el valor indeseable de DPDA (Amón Togra & Jaramillo López, 2023). Por lo tanto,  

Galarza et al., (2023) sugirieron que el uso de este aditivo es una excelente estrategia para 

proporcionar un efecto antioxidante y crioprotector de los espermatozoides, mejorando los 

parámetros cinemáticos (motilidad total, progresiva y BCF), protegiendo la integridad de la 

membrana y disminuyendo la oxidación durante la congelación convencional.  

 

El RES tiene la capacidad de alcanzar membranas rígidas, aumenta la fluidez de la 

membrana e interactúa eficientemente con los radicales en la bicapa lipídica desordenada 

(Collodel et al., 2011). No obstante, en nuestro estudio identificamos que el método de 

congelación también afectó la integridad total de la membrana plasmática, dado que un 

menor porcentaje de espermatozoides después del método de vitrificación mantuvo la  

integridad total de la membrana plasmática (Total IP) en comparación con el método de 

congelación convencional.  
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Por otra parte, el estrés oxidativo que ocurre al momento de la criopreservación, conduce 

a un incremento en la producción de EROS, desencadena la oxidación de ácidos grasos de 

las proteínas y el AND de los espermatozoides, provocando una diminución de la movilidad, 

viabilidad y la capacidad antioxidante (Restrepo et al., 2016). En nuestra investigación el 

efecto antioxidante del RES fue evidenciado en el método de congelación convencional, ya 

que un menor porcentaje de EO-Total fue observado en el tratamiento con C-RES (7,9%) 

en comparación con C-Co (10,4 %).  

 
Además, identificamos que el método de vitrificación independientemente de la 

suplementación de RES produjo menor EO-Total en comparación con C-Co. Estos datos 

son congruentes con una investigación realizada en humanos donde se indicó que el estrés 

oxidativo fue más evidente en las muestras de baja calidad sometidas a congelación en 

comparación con las de vitrificación (Tello, 2019). Esto podría haber ocurrido debido a la 

actividad mitocondrial reducida tras el enfriamiento y la congelación (Peña et al., 2015). En 

caballos se conoce que la peroxidación de lípidos es baja en espermatozoides frescos, pero 

incrementa significativamente después de la congelación-descongelación como lo reportó 

(Ortega Ferrusola et al., 2009). Además, el proceso de vitrificación causa menor daño a las 

mitocondrias, y es más conservador con los microtúbulos de la cola (Isachenko et al., 2008). 

Aunque, una investigación previa en espermatozoides equinos indico que la 

suplementación de antioxidantes (cafeína y melatonina) al diluyente de criopreservación no 

redujo los niveles de estrés oxidativo tras la descongelación (Tamay et al., 2022).  

 

El efecto antioxidante del RES, ha sido comprobado en otras especies. En espermatozoides 

de verraco la suplementación de 1 mM de RES al diluyente TCG + YH 20% ayudó 

eficientemente a reducir el daño oxidativo en comparación con el grupo sin suplementación 

(88,41% frente a 58,65% respectivamente) ( He et al., (2020). En espermatozoides de 

bovino, un estudio anterior reveló que el uso del RES en el diluyente de criopreservación 

no mejoró el EO-Total después de la congelación convencional; sin embargo, el RES tuvo 

un potente papel antioxidante después del método de vitrificación, donde el estrés oxidativo 

fue mayor (Amón Togra & Jaramillo López, 2023). Por lo tanto, existe fuerte evidencia que 

la suplementación de antioxidantes a los diluyentes de equino (Nouri et al., 2018) verraco 

(Bucci et al., 2018) humano (Collodel et al., 2011) bovino (Bucak et al., 2015) y carnero  
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(Sarlos et al., 2002) reduce el porcentaje de espermatozoides que sufren estrés oxidativo, 

mejorando la calidad del esperma post-descongelación y aumenta el potencial fertilizante 

de los espermatozoides (Gadani et al., 2017; Lv et al., 2019; Silva et al., 2012).  

 

Otra de las alteraciones moleculares importantes que ocurren durante el proceso de 

criopreservación es la fragmentación del DNA, que se desencadena por la liberación de 

EROS, que sobrepasa la capacidad antioxidante del espermatozoide. Las concentraciones 

elevadas de EROS afectan la supervivencia del espermatozoide vía mecanismo de 

apoptosis intrínseca caracterizada por peroxidación de PUFAs ricos en la membrana 

espermática y daño del AND (Upadhyay et al., 2021). Investigaciones previas han reportado 

que existe una marcada variabilidad individual en la especie equina en los niveles de 

fragmentación del ADN de los espermatozoides congelados-descongelados (Gutiérrez- 

Cepeda et al., 2012; López-Fernández et al., 2007). Estos hallazgos son consistentes con 

nuestra investigación, dado que el factor “reproductor” fue significativo, lo que demuestra 

que existen diferencias en el porcentaje de fragmentación entre caballos.  

 

El uso del RES en los medios de criopreservación de semen equino ha mostrado resultados 

contradictorios en términos de reducción del daño del DNA. Giaretta et al., (2014) en 

espermatozoide equinos reportaron que el tratamiento de 10 µM de RES no tuvo efecto 

sobre la calidad espermática, y particularmente el porcentaje de células con daño del ADN 

no mostró diferencias significativas. A pesar de esto, el porcentaje de daño del ADN en 

ambos grupos fue superior al 26%. Por el contrario, Nouri et al., (2018) observaron un efecto 

positivo luego suplementación de 10 µM de RES en el diluyente de criopreservación, dado 

que los espermatozoides congelados-descongelados mostraron menor porcentaje de 

fragmentación del ADN (28.57%) que el control (32.68%). Estos resultados se pueden 

explicar debido a que el RES favorece la defensa antioxidante y minimiza los efectos 

nocivos asociados al estrés oxidativo que desencadena la fragmentación del ADN, que 

suelen presentarse en los procesos criopreservación (Nouri et al., 2018).   

 

Estos resultados difieren a los de nuestro estudio, dado que no evidenciamos un efecto de 

la suplementación del RES sobre el porcentaje de fragmentación del ADN en el tratamiento 

C-RES en comparación con C-Co. Sin embargo, el porcentaje de fragmentación de ADN 

fue significativamente menor tras el método de vitrificación en comparación que la  
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congelación convencional. Interesantemente, los porcentajes de fragmentación se 

muestran inferiores a los reportados por Nouri et al., (2018). Es probable que esto ocurrió 

debido a la pobre calidad de semen que fue utilizado en tal estudio. En otras especies como 

bovinos (Bucak et al., 2015), verraco (Zhu et al., 2019), y búfalo (Ahmed et al., 2020), el  

RES ha mostrado su potente efecto protector sobre la integridad del DNA. Estos estudios 

han demostrado que el RES minimiza el daño al ADN después del procedimiento de 

descongelación (Collodel et al., 2011).  

 

Otra investigación desarrollada en espermatozoides equinos no encontró diferencias en el 

porcentaje de fragmentación del ADN en muestras vitrificadas con diferentes 

concentraciones de trehalosa (0,15 M, 0,3 M y 0,5M) (Pérez-Marín et al., 2018). Estos 

resultados son congruentes con nuestro estudio ya que los tratamientos V-RES y V-Co, 

donde utilizamos trehalosa como crioprotector no penetrante (0,1M) no mostraron 

diferencias el porcentaje de fragmentación del ADN. No obstante, en nuestra investigación 

evidenciamos que la fragmentación del ADN en el esperma equino resultó menor después 

del proceso de vitrificación en comparación con las muestras tras congelación 

convencional, lo que evidencia que el proceso de vitrificación fue más eficiente en términos 

de daño del ADN que la congelación convencional. A pesar de esto, la vitrificación es un 

proceso con una baja capacidad para preservar el semen equino, ya que son más sensibles 

a los cambios osmóticos (Restrepo, Varela, et al., 2019). Por último, es importante señalar 

que se necesita realizar más estudios del efecto de la suplementación del RES sobre la 

calidad del esperma equino.  

 

Conclusiones 

Los resultados de la investigación indican que, en términos generales, la congelación  

convencional mostró una mejor respuesta criogénica que la vitrificación, 

independientemente de la presencia de un agente crioprotector (RES). Sin embargo, la 

vitrificación demostró ventajas en términos de velocidad rectilínea, oscilación y linealidad,  

así como una menor fragmentación del ADN en comparación con la congelación 

convencional. A pesar de que la congelación convencional con RES solo redujo el estrés  

oxidativo, la vitrificación con RES mejoró la motilidad y la integridad de las membranas. Se 

observó una interacción entre el tipo de criopreservación y la adición de RES, donde la 

congelación convencional con RES superó a la vitrificación en ciertos aspectos, como la 

motilidad total y la integridad de las membranas. Además, las muestras vitrificadas con RES  
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mostraron beneficios, como una menor fragmentación del ADN y un menor porcentaje de 

células indeseables en comparación con las muestras vitrificadas sin RES. En términos de 

estrés oxidativo, la vitrificación resultó en menores niveles totales que la congelación 

convencional, aunque el RES demostró tener propiedades antioxidantes en la congelación. 

En cuanto a la fragmentación del ADN, la vitrificación generó menores porcentajes en 

comparación con la congelación. Estos hallazgos sugieren que la vitrificación, 

especialmente cuando se combina con RES, puede ser una técnica atractiva en términos 

de preservación de la calidad espermática.  

 

El resveratrol mejoró los porcentajes de motilidad en el método de vitrificación, al igual que 

en los parámetros de relación de progresión, que se obtuvieron resultados favorables, no 

obstante, se observó que en cuanto a las velocidades y los valores de ALH, y BCF no se 

demostraron evidencias significativas del mismo.  

 

En cuanto a la integridad de membrana plasmática al igual que en las motilidades se 

obtuvieron resultados favorables en la vitrificación con la adición del RES, ya que se 

observaron porcentajes más altos de IPIA y total IP, y un menor porcentaje de DPIA; en 

cambio en la integridad acrosoma se obtuvieron mayores porcentajes con el método de 

congelación.  

 

Referente a la fragmentación del ADN se pudo evidenciar que con el método de vitrificación 

añadido el RES se lograron menores porcentajes de espermatozoides con ADN 

fragmentado.  

 

Y en relación con el estrés oxidativo demostró de igual forma que en el método de 

vitrificación con adición del RES los porcentajes de espermatozoides con EO era menor, no 

obstante, comparando la C-Co con la C–RES se evidenció el efecto antioxidante del RES.  

 

Recomendaciones 

 Realizar más investigaciones en criopreservación de semen equino, para probar 

diferentes concentraciones de RES, con la finalidad de obtener mejores resultados 

mediante congelación convencional y vitrificación.  
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 Utilizar nuevos antioxidantes suplementados al diluyente de semen equino para 

mejorarla supervivencia espermática en los espermatozoides, disminuir el estrés 

oxidativo y la fragmentación del ADN; al igual que en maduración in vitro ya que 

sería interesante esa evaluación.  
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Anexos 
 

Anexo A. Elaboración de diluyentes y medios de congelación y vitrificación.  
 

Anexo B. Preparación de la vagina artificial  
 

Anexo C. Recolección de semen mediante vagina artificial  
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Anexo D. Dilución del semen después de la recolección  
 
 

Anexo E. Preparación de las pajuelas  
 

 

Anexo F. Colocación de pajuelas en rampas con NL2  
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Anexo G. Vitrificación de las muestras espermáticas en pellets (~ 30 μl) a 15 cm de altura 

del NL2  
 

Anexo H. Descongelación y preparación de las muestras previo a la evaluación 

cinemática  

  
 

Anexo I. Evaluación cinemática de las muestras  
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Anexo J. Evaluación de la integridad de membranas por microscopía de epifluorescencia.  

Anexo K. Tinción y lavado de placas con Naranja de Acridina, y evaluación y análisis de 

fragmentación del ADN mediante microscopia de epifluorescencia,  


