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RESUMEN: Los procedimientos de criopreservación inducen cambios morfofuncionales en los espermatozoides. Es importan-
te post descongelación espermática utilizar procedimientos de selección que permitan recuperar espermatozoides altamente funcionales.
El objetivo del presente estudio fue comparar la eficiencia del Swim-up y Equipure® en la selección de espermatozoides funcionales en
semen descongelado de equino. Semen de 4 potros reproductores Criollos Chilenos (A, B, C y D), fueron descongelados separadamente
y procesados (n=15) por: I.- Swim-up (SU) y II.- Equipure® (EQ). Post descongelación se determinó por citometría de flujo la viabilidad
e integridad de membrana plasmática (SYBR-14/PI), potencial de membrana mitocondrial (Ψ∆m; JC-1), integridad de la membrana
acrosomal (FITC-PSA/PI). La motilidad progresiva (%) en dos animales fue más alta (P<0,05) por SU comparado con EQ: A (55,7±5,8%
v/s 38,17±3,7%) y C (37,5±7% vs. 32±2,1%, respectivamente). La integridad de la membrana plasmática (%), tres animales presentaron
diferencias (P<0,05), siendo más alta por SU en dos animales comparado con EQ (A: 54,3±1,7 vs. 36,7±1,9, C: 36,1±5,7 vs. 29,4±4,8 y
D: 34,4±9,4 vs. 52,7±5,2; respectivamente), solamente un animal fue superior EQ. En el Ψ∆m (%), diferencias significativas (P<0,05)
fueron detectadas en los cuatro animales, siendo más altos en SU comparado con EQ (A: 69,1±8,6% vs. 47,4±3,3%, B: 59,34±12,3% vs.
24,8±1,5%, C: 54,9±12,3% vs. 43,2±3,1% y D: 53,1±17,6% vs. 37,5±5,7%; respectivamente). Los resultados obtenidos en el presente
estudio demostraron que los métodos de selección espermática Swim-up y Equipure® permiten recuperar espermatozoides  de diferente
calidad funcional en semen congelado-descongelado de equino, presentándose diferencias individuales entre los animales con respecto
a los métodos. Se observó una tendencia del método Swim-up en seleccionar espermatozoides de equino descongelados con mayor
calidad funcional comparado con Equipure®.
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INTRODUCCIÓN

La aplicación de técnicas de asistencia reproductiva
tales como inseminación artificial (IA) con semen congela-
do permiten aumentar el potencial reproductivo de los
equinos (Pojprasath et al., 2011). La criopreservación de
espermatozoides es de gran relevancia para la industria de
reproducción equina, permitiendo el almacenamiento por
períodos de tiempo prolongados y el transporte de semen a
lugares distantes (Hoffmann et al., 2011) y utilizar a los
potros simultáneamente en reproducción y en competición
(Schober et al., 2007). A pesar de la creciente demanda co-
mercial para utilizar semen congelado de equino, la tasa de
preñez después de la IA es más baja comparadas con las

obtenidas con semen fresco o refrigerado, e incluso inferio-
res a la obtenida en otras especies domésticas (López-
Fernández et al., 2007). Es importante señalar que, existe
un alto grado de variabilidad en la calidad del semen entre
los machos e incluso entre los eyaculados de un mismo ani-
mal (Dowsett & Knott, 1996) como también en resistir los
procesos de congelación-descongelación, en términos de su-
pervivencia de los espermatozoides después de la descon-
gelación (Hoffmann et al.). Es conocido que los procedi-
mientos de congelación y descongelación inducen una serie
de efectos nocivos en las células espermáticas y consecuen-
temente una baja tasa de preñez. En equinos, se ha demos-
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trado que inducen fragmentación del ADN espermático
(Baumber et al., 2003), disminución del Ψ∆m (Brum et
al., 2008), daños en el acrosoma (Atroshchenkoa et al.,
2011) y generación de ROS espermático (anión superóxido
intracelular) (Burnaugh et al., 2007).

En la etapa de post-descongelación es importante
utilizar procedimientos de selección de espermatozoides
que permitan recuperar una población espermática alta-
mente funcional, condiciones indispensables para lograr
tasas óptimas de concepción. En equinos, varias técnicas
han sido utilizadas, incluyendo las basadas en separación
por columnas (Sephadex y lana de vidrio) y por gradiente
de densidad (Sieme et al., 2003; Stuhtmann et al., 2012).
Previos estudios en espermatozoides descongelados de
equino, han demostrado que el Equipure® (Stoll et al.,
2013) y el procedimiento de Swim-up (Sieme et al., 2003),
permiten la separación de espermatozoides con morfolo-
gía normal y alta motilidad. En presente estudio se evalúo
la eficacia de Swim-up y Equipure® en la recuperación de
espermatozoides descongelados de equino de alta calidad
con respecto a la integridad de las membranas plasmática,
acrosomal y Ψ∆m.

MATERIAL Y MÉTODO

Animales. Se utilizaron 4 potros criollos chilenos con eda-
des entre 7-18 años. Los animales permanecieron en el Cria-
dero Santa Teresa, Caivico, IX Región de la Araucanía, Chile
y fueron controlados periódicamente por un Médico Veteri-
nario, mantenidos con una dieta balanceada en pesebrera y
libre acceso al agua.

Colección y transporte del semen La colección de las mues-
tras de semen se realizó durante la temporada reproductiva
septiembre-marzo (Ortega Ferrusola et al., 2010). El
eyaculado de cada potro fue obtenido a través de
estimulación con una yegua en celo (Foster et al., 2011) y el
semen fue recolectado en una vagina artificial tipo colorado
a de 40-50ºC. Posteriormente, fue filtrado y diluido (1:3 v/
v) en un medio de transporte (Marcias Garcia et al., 2011)
en tubos Falcon de 50 ml y transportado al laboratorio del
CEBIOR a una temperatura aproximada de 35ºC. El exa-
men microscópico inmediato del semen se realizó por ob-
servación directa de 10 µl de muestra depositada en un
portaobjeto y cubierto con un cubre objeto de 22 x 22, en
un microscopio de luz óptica (Axiolab drd, KT 450905,
Zeiss) con aumento de 400x. Se categorizó el movimiento
espermático de acuerdo a descrito previamente por Brinsko
et al. (2011) en: a) Motilidad total, que es el porcentaje de
espermatozoides que tienen cualquier tipo de movimiento

y b) Motilidad progresiva, porcentaje de espermatozoides
que exhiben un movimiento lineal y rápido. En el estudio
solo se utilizaron muestras con motilidad progresiva >60%
(Marcías-García et al.).

Medios. I. Medio de transporte (MT). Para el trasporte
se utilizó el medio compuesto por 2,4 g de leche
descremada, 4,9 g de glucosa, 2 ml de NaHCO3, 100,000
IU de penicilina G sódica, 10 mg de estreptomicina, 98 ml
de agua desionizada, pH 7,35; 350 mOsm (Pojprasath et
al.). II. Medio de congelación (MC): A 25 ml medio de
transporte se le adicionó 20 ml yema de huevo, 0,5 ml
Equex STM paste [Nova Chemical Sales, Scituate, MA,
USA], 50 ml lactosa al 11%. pH 7,0; 300 mOsm (Pojprasath
et al.). III. Medio modificado de Tyrode (TALP):  72 mM
NaCl, 25 mM KCl, 25 mM NaHCO3, 0,36 mM NaH2PO4,
2 mM CaCl-2H2O, 0,4 mM MgCl-6H2O, 25 mM HEPES,
5 mM glucosa, 21,6 mM lactato de sodio y 0,25 mM
piruvato de sodio, pH 7,4 (Brum et al.).

Congelación y descongelación del semen. En cada ensa-
yo experimental (n=15), la congelación del semen de cada
uno de los potros se realizó de acuerdo a lo descrito pre-
viamente por Ortega Ferrusola et al. El semen fue
centrifugado a 600 x g por 10 min, el plasma seminal eli-
minado y el pellet diluido en MC para obtener una con-
centración ajustada a 200 x 106 espermatozoides/ml, a tem-
peratura ambiente. Posteriormente, la suspensión
espermática fue enfriada gradualmente hasta los 4ºC du-
rante 1 hora (0,3 ºC/min) y almacenadas en pajuelas de
0,5 ml a una concentración de 200 x 106 espermatozoides/
ml. Las pajuelas fueron colocadas en atmósfera de vapor
de nitrógeno líquido (LN2) de manera horizontal a 4 cm
durante 10 min y posteriormente sumergidas y almacena-
das en nitrógeno líquido (-197ºC) por una semana para su
posterior evaluación. Las pajuelas con semen de cada uno
de los animales fueron descongeladas en un baño de agua
a 37ºC por 30 seg. El semen descongelado fue diluido en
TALP a una concentración ajustada a 200 x 106 células/
ml. El mismo volumen de suspensión espermática (0,5 ml)
fue procesado por Swim-up y por centrifugación por
gradientes Equipure® (Nidacon, International AB,
Molndal, Sweden), compuesta por: Bottom Layer® (den-
sidad de 80%) y Top Layer® (densidad de 40%).

Selección espermática. La técnica Swim-up se realizó de
acuerdo al procedimiento descrito  por Sieme et al. (2003)
con algunas modificaciones. Una alícuota de 0,5 ml (vo-
lumen inicial) de suspensión espermática descongelada fue
colocada en dos tubos (0,25 ml cada uno) que contenían 1
ml de medio TALP. Se incubaron por 30 min a 37ºC, en
forma inclinada. Desde la parte superior de cada tubo se
extrajeron 0,8 ml de medio, los que fueron mezclados,
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centrifugados a 1000 x g por 10 min y el pellet resuspendido
en 0,5 ml (volumen final) de TALP. Para la técnica con
Equipure®, en un tubo Falcon de 15 ml se le agregó 2 ml
de Bottom Layer® (80%) y 2 ml Top Layer® (40%), en la
parte superior de la gradiente se depositaron 0,5 ml (volu-
men inicial) de suspensión espermática descongelada. La
gradiente de Equipure® fue centrifugada a 400 x g por 15
min. Después de la centrifugación, el sobrenadante sobre
la fracción espermática fue cuidadosamente removido. La
fracción de espermatozoides fue diluida en 4 ml de TALP,
centrifugada y el pellet resuspendido en 0,5 ml (volumen
final) de TALP.

Evaluación función espermática. Post selección se ana-
lizó la función espermática, los espermatozoides prove-
nientes de cada uno de los métodos ensayados fueron di-
luidos en medio TALP, centrifugados a 600 x g por 5 min,
se eliminaron los sobrenadantes y los pellets fueron
resuspendidos en medio TALP a una concentración de 1 x
106 espermatozoides/ml. Se utilizaron 0,25 ml de suspen-
sión espermática para cada tinción. Los protocolos utili-
zados para las tinciones por citometría de flujo han sido
descritos previamente para espermatozoides de equino.

Viabilidad e integridad de la membrana plasmática.  Se
utilizó SYBR-14/PI [LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit;
Molecular Probes Eugene, OR, USA] (Hoogewijs et al.,
2010).

Potencial de membrana mitocondrial (∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψm). Se utilizó
JC-1 (Ortega Ferrusola et al.).

Integridad de la membrana acrosoma. Se utilizó el Kit
FITC-PSA⁄ PI [Sigma St. Louis MO, USA] (Salazar et al.,
2011). En cada ensayo el análisis de cada tinción fue repeti-
do tres veces.

Citometría de flujo. Las evaluaciones se realizaron en un
citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA). Las células fueron excitadas
por un láser de argón de 488 nm. Cada análisis consistió en
la adquisición de un mínimo de 10.000 espermatozoides te-
ñidos, los cuales fueron cuantificados simultáneamente para
fluorescencia verde y roja. Se evaluaron 10.000 células/s a
través del láser. De acuerdo a parámetros de granularidad
relativa (Sidescatter–SSC) y tamaño relativo
(Forwardscatter– FSC) las células fueron separadas, de ma-
nera que sólo las que poseían características de dispersión
de luz típicas de espermatozoides de equino fueron analiza-
das para fluorescencias. Los datos para los canales de fluo-
rescencia verde y roja fueron obtenidos por escala
logarítmica y analizados por medio de un Software BD Cell
Quest™ Pro.

Análisis estadístico. Los análisis estadísticos fueron reali-
zados con el programa GraphPad Prism®, versión 5
(GraphPad Software, San Diego CA). Los datos que se ob-
tuvieron, para los diferentes parámetros funcionales que se
evaluó por citometría de flujo, fueron presentados como
promedio ± desviación estándar (DE). El análisis estadísti-
co se aplicaron las pruebas de comparación múltiple de
Dunn´s y e comparación múltiple de Tukey para datos
paramétricos, con las muestras seleccionadas por Swim–up
y Equipure® así se determinó diferencias entre los grupos,
además una prueba t para datos paramétricos y no
paramétricos para comparar los método por cada animal en
las muestras seleccionadas por Swim–up y Equipure®. Las
diferencias fueron consideradas significativas para un
P<0,05.

RESULTADOS

La motilidad progresiva obtenida (Promedio ± DE)
de los espermatozoides al comparar SU y EQ en cada uno
de los animales, se observó que dos animales presentaron
diferencias significativas (P<0,05) entre ambos métodos,
siendo superior la motilidad obtenida por SU: A (55,7±5,8%
vs. 38,17±3,7%) y C (37,5±7% vs. 32±2,1%). Sin embargo,
en los otros dos no se observaron diferencias significativas
(B: 24,2±3,2% vs. 21,8±2,2% y D: 36,4±5,3% vs.
37,5±5,2%, respectivamente) (Fig. 1a).

Los porcentajes (%, Promedio ± DE) de
espermatozoides de equinos viables con membrana
plasmática intacta al comparar SU y EQ no presentó dife-
rencia significativa (P>0,05) en un animal B (15,2±6,4 vs.
12,6±0,7). Sin embargo, se observó diferencia significativa
en tres animales, siendo superior SU en dos de ellos (A:
54,3±1,7 vs. 36,7±1,9, C: 36,1±5,7 vs. 29,4±4,8 y D:
34,4±9,4 vs. 52,7±5,2, respectivamente) (Fig. 1b).

Los de espermatozoides de equinos con un alto ∆Ψm
(%, Promedio ± DE) al comparar SU y EQ se observó en los
cuatro animales diferencias significativas (P<0,05), siendo
mayor en SU (A: 69,1±8,6% vs. 47,4±3,3%, B: 59,34±12,3%
vs. 24,8±1,5%, C: 54,9±12,3% vs. 43,2±3,1% y D:
53,1±17,6% vs. 37,5±5,7%, respectivamente) (Fig. 1c).

Los porcentajes (%, Promedio ± DE) de
espermatozoides con la membrana acrosomal intacta al com-
parar SU y EQ, se observó en los cuatro animales diferen-
cias significativas siendo mayor en dos animales con EQ (A
: 32,2±2,7% vs. 34,6±2,7%, B: 12,7±8,0% vs. 7,4±0,9%, C:
23,3±4,1% vs. 18,2±2,4% y D: 14,1±8,3% vs. 26,3±3,1%;
P<0,05, respectivamente) (Fig. 1d)
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DISCUSIÓN

En equino se ha demostrado que existe un alto grado de
variabilidad en la calidad del semen entre los machos e in-
cluso entre los múltiples eyaculados de un mismo animal
(Dowsett et al.) como también entre los animales a los pro-
cesos de congelación-descongelación (Hoffmann et al.).
Además, los procedimientos de congelación y descongela-
ción en los espermatozoides de equino, inducen cambios
estructurales y funcionales en los espermatozoides, fragmen-
tación del ADN espermático (Baumber et al.), translocación
de la fosfatidilcerina (Thomas et al., 2006), disminución del
YDm (Brum et al.), daños en el acrosoma (Atroshchenko &
Bragina, 2011).

El presente estudio evaluó la eficiencia de dos técni-
cas de selección espermática Swim-up y Equipure® (SU y
EQ) en semen descongelado de equino, con respecto a la
obtención de una población con mayores porcentajes de
espermatozoides con integridad de membrana plasmática,
potencial de membrana mitocondrial, integridad de la mem-
brana acrosomal.

Con respecto a la motilidad progresiva de los
espermatozoides se observaron diferencias solamente en dos
animales (Ay C), las motilidades obtenidas por SU fueron
más altas. Sin embargo, en los otros dos animales no se pre-

Fig. 1. Porcentaje (Media ± DE, n=15) de los diferentes parámetros estudiados: A) Motilidad progresiva, B) Viabilidad e integridad de
membrana plasmatica, C) Integridad de membrana mitochondrial, D) Integridad de membraba acrosomal, en espermatozoides de equino
descongelados. Los datos fueron agrupados en un gráfico por cada parámetro analizado. *= Indica diferencias significativas (P<0.05).
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sentaron diferencias significativas. Los resultados obteni-
dos  confirman la variabilidad de los espermatozoides de
equino y la capacidad de los diferentes métodos en selec-
cionar los motiles. Cabe señalar que, en investigaciones
previas realizadas en bovino con pool de semen, señalan
que con SU a pesar de obtener una menor concentración
espermática, sin embargo, esta población celular tiene un
mayor porcentaje de espermatozoides motiles y con capa-
cidad fecundante comparado con los obtenidos por méto-
do de centrifugación por gradiente de densidad como el
Percoll ® (Mehmood et al., 2009). No obstante, los resul-
tados concuerdan en que los espermatozoides obtenidos
por SU poseen una mayor capacidad fecundante (Parrich
et al., 1995). Además, previos trabajos han reportado ta-
sas relativamente altas de fecundación in vitro (FIV) en
equino 29% y 34% con semen congelado-descongelado,
en los cuales se ha utilizado SU como método de selec-
ción espermática (Torner et al., 2002).

Similarmente, con respecto a la viabilidad e inte-
gridad de membrana plasmática se obtuvieron porcenta-
jes más altos en dos animales (A y C) con SU, y solo en un
animal (D) fue superior con EQ, en el otro (B) no hubo
diferencia. En investigaciones realizadas en bovino con
pool de semen, señalan que con SU, la población celular
tiene un mayor porcentaje de espermatozoides viables con
membrana plasmática intacta, evaluados por HOST com-
parado con los obtenidos por método de centrifugación
por gradiente de densidad como el Percoll® (Mehmood et
al.). Contrariamente, Somfai et al. (2002) señalan que con
Percoll® se obtiene una población espermática de mayor
viabilidad comparada con SU. Los resultados obtenidos
respecto a este parámetro confirman la variabilidad de los
espermatozoides de equino y la capacidad de los diferen-
tes métodos en seleccionar los viables con membrana
plasmática intacta.

Con respecto al potencial de membrana
mitocondrial en todos los animales, SU fue
significativamente más eficiente en recuperar
espermatozoides con una alto potencial comparado con
EQ. Stoll et al., señalan que en semen congelado/descon-
gelado de equino con EQ optimiza la calidad espermática
con respecto al potencial de membrana mitocondrial, ob-
teniendo un porcentaje (81,6±1,8%) más alto de ∆Ψm que
los logrados (38,3%) en el presente trabajo. Esta diferen-
cia puede ser explicada por las razas utilizadas, medios y
procedimientos de criopreservación. En equino, a nuestro
conocimiento no existen antecedentes sobre la eficiencia
de EQ con respecto a SU referente a este parámetro.

La integridad de la membrana acrosomal, es uno
de los parámetros más vulnerables en el proceso de con-

gelación (Atroshchenko & Bragina, 2011), en el presente
estudio post descongelación y selección, dos animales (A
y D) presentaron mayor porcentaje de espermatozoides vivos
con acrosoma intacto en EQ, sin embargo, los otros dos (B y
C) fue más eficiente en SU. Mehmood et al. en bovinos, no
observaron diferencias entre las técnicas de selección Percoll®
y SU con respecto a este parámetro. No obstante, Palomo et
al. (1999) en espermatozoides de carnero, observaron una alta
integridad de la membrana acrosomal utilizando SU compa-
rado con el Percoll®. Contrariamente, Somfai et al. en
espermatozoides de bovino, señalan que Percoll es más efi-
ciente que SU en seleccionar espermatozoides vivos con
acrosoma intacto. Los resultados obtenidos en el presente es-
tudio apoyan lo reportado por estudios previos que señalan
que en equinos la diferencia entre las técnicas de selección se
pueden atribuir a la variabilidad individual (Allen, 2005; Sieme
et al., 2008).

Los resultados obtenidos en el presente estudio de-
mostraron que los métodos de selección espermática Swim-
up y Equipure® permiten recuperar espermatozoides de
diferente calidad funcional en semen congelado-descon-
gelado de equino presentándose diferencias individuales
con respecto a los métodos. Se observó una tendencia del
método Swim-up en seleccionar espermatozoides de equi-
no descongelados con mayor calidad funcional compara-
do con Equipure®. Es importante considerar la variabili-
dad entre los animales en la elección del método de selec-
ción a utilizar en los procedimientos de asistencia
reproductiva.
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SUMMARY:  Freeze-thaw procedures induce structural
and functional changes in sperm. It is important to use post thaw
sperm selection procedures that can retrieve highly functional
sperm. The aim of this study was to compare the efficiency of the
Swim-up and Equipure® in the selection of  functional sperm of
thawed equine semen. Semen of four  Chilean Criollo reproductive
stallions (A, B , C and D) were frozen and thawed using a standard
protocol and processed separately (n = 15) : I. Swim-up (SU) and
II. Equipure® (EQ). Post sperm selection,was determined by flow
cytometry. Viability and plasma membrane integrity (SYRB-14/
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PI), mitochondrial membrane potential (YDm, JC -1), acrosome
membrane integrity (FITC-PSA/PI). Progressive motility (%) was
higher (P<0.05) in two animals per SU compared with EQ, A
(55.7±5.8% vs. 38.17±3.7%) and C (37.5±7.0% vs. 32±2.1%,
respectively). The viability and integrity of the plasma membrane
(%), three animals showed differences (P<0.05), being higher
for SU in two animals compared with EQ (A: 54.3±1.7 vs.
36.7±1.9, C: 36.1±5.7 vs. 29.4±4.8 and D: 34.4±9.4 vs. 52.7±5.2,
respectively), only one animal was higher EQ. In YDm (%),
significant differences were detected (P<0.05) in all four animals,
being higher in SU compared with EQ (A: 69.1±8.6% vs.
47.4±3.3% B: 59.34±12.3% vs. 24.8±1.5%, C: 54.9±12.3% vs.
43.2±3.1% and D: 53.1±17.6% vs. 37.5±5.7%, respectively). The
results obtained in this study showed that sperm selection methods
Swim-up and Equipure® can retrieve different functional sperm
quality in frozen-thawed equine semen, and that individual
differences were registered among animals with respect to
methods. In the Swim-up method a tendency for selecting higher
functional quality in thawed equine sperm was observed when
compared to Equipure®.

KEY WORDS: Equine; Sperm; Swim–up; Equipure®
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