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RESUMEN 

 

Durante la refrigeración del semen, los espermatozoides alteran sus características 

funcionales al ser mantenidos a una temperatura distinta a la corporal. Por lo tanto, es 

necesario evaluar la influencia del tiempo de refrigeración sobre los parámetros de 

calidad espermática. Es por ello que el objetivo de este trabajo es analizar el efecto del 

tiempo de la refrigeración a las 0, 24 y 48 horas sobre la viabilidad espermática del semen 

de sementales de la línea Zangersheide. Se evaluaron 15 eyaculados de sementales de la 

línea Zangersheide pertenecientes a la base Las Palmas del Ejército peruano. La 

viabilidad seminal fue evaluada con la tinción Eosina - Nigrosina. El porcentaje de 

viabilidad espermática en los tres tiempos fue 53.13 ± 8.28 %, 46.70 ± 7.98 % y 27.63 ± 

8.16 %, correspondientes a los tiempos de refrigeración 0, 24 y 48 horas respectivamente, 

existiendo una disminución significativa (p < 0.001) entre los tres grupos. Se puede 

concluir que, para el conjunto de sementales de la Línea Zangersheide, existe un efecto 

del tiempo de refrigeración sobre la viabilidad espermática. 

 

Palabras clave: viabilidad, espermatozoides, Zangersheide, tinción Eosina – Nigrosina, 

refrigeración  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

During semen refrigeration, spermatozoa alter their functional characteristics when kept 

at temperatures other than body temperature. Therefore, it is necessary to evaluate the influence 

of refrigeration time on sperm quality parameters. That is why the aim of this study is to analyze 

the effect of refrigeration time at 0, 24 and 48 hours over the spermatic viability of Zangersheide 

stallion semen. Fifteen ejaculates from Zangersheide stallions from Las Palmas base of the 

Peruvian Army were evaluated. Seminal viability was evaluated with Eosin-Nigrosin staining. 

The percentage of sperm viability in the three times was 53.13 ± 8.28 %, 46.70 ± 7.98 % and 

27.63 ± 8.16 %, corresponding to refrigeration times 0, 24 and 48 hours respectively, with a 

significant decrease (p<0.001) between the three groups. It is concluded that there is an effect of 

refrigeration over sperm viability in Zangersheide stallions. 

 

Key words: viability, spermatozooa, Zangersheide, Eosin-Nigrosin stain, refrigeration 
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INTRODUCCIÓN 

 

El semen puede ser utilizado para realizar la Inseminación Artificial (IA) en forma fresca, 

refrigerada o congelada (Martínez et al., 2006). En forma fresca, el semen debe utilizarse justo 

después de su colecta ya que la motilidad y viabilidad de los espermatozoides disminuye 

rápidamente por un aumento de ácido láctico en el eyaculado (Vivanco, 1998). Por esto último se 

debe descartar el uso de semen fresco cuando se desee aparear individuos geográficamente 

alejados.  

Por el contrario, con el semen refrigerado se puede conservar la calidad seminal por un 

mayor tiempo y da oportunidad a una mayor flexibilidad de su uso en programas de IA (Giraldo 

et al., 2006).  La temperatura a la que las muestras seminales están sometidas afectan su calidad 

generando que la probabilidad de preñez de la yegua disminuya; por tanto, es de suma importancia 

conocer el tiempo en el que la muestra de semen permanezca refrigerada conservando las 

características ideales para lograr una preñez exitosa (Giraldo et al., 2006; Cabrera y Pantoja, 

2012). Autores mencionan que las bajas temperaturas de almacenamiento afectan la viabilidad 

espermática dependiendo de las horas de almacenamiento (Stornelli et al., 2001; Cabrera y 

Pantoja, 2012) 

El análisis de la viabilidad espermática es el componente principal para la identificación 

de la fertilidad (Roa et al., 2012). Dicho parámetro se evalúa por medio de inspección visual vía 

microscopio diferenciando los espermatozoides vivos y los espermatozoides muertos. Para esta 

diferenciación se utilizan los colorantes Eosina y Nigrosina mezclado con la muestra seminal, en 

la que el paso de la eosina a través de la membrana indica la pérdida de funcionalidad e integridad 

que se pierde al momento en que la célula inicia su proceso de muerte (Cromakit, 2011). Este 

proceso permite la distinción de las tonalidades de los espermatozoides. Los muertos se tiñen de 

color rojo mientras que los vivos se muestran incoloros (Roa et al., 2012). 

El objetivo de la refrigeración es el de disminuir el metabolismo energético de los 

espermatozoides (Choque, 2017) con el fin de prolongar su viabilidad, durabilidad y capacidad 



 

 

fecundante en el tiempo y por ende su supervivencia; sin embargo, un enfriamiento que se produce 

demasiado rápido podría provocar un "choque de frío". Devireddy et al., (2002), mencionan el 

choque térmico existe cuando los espermatozoides son enfriados de 37°C a 8 °C con una 

velocidad superior a los 0.38 °C /min.  Uno de los signos de este choque de frío son la pérdida de 

la motilidad, alteración y aumento de la permeabilidad de la membrana plasmática y disminución 

de la capacidad fecundante (Hermansson, 2006).  

Los daños celulares principales ocasionados durante el proceso de refrigeración son las 

alteraciones en la morfología donde se puede encontrar ruptura de la membrana plasmática y /o 

degeneración de la membrana acrosomal además de lesiones mitocondriales (De Leeuw et al., 

1990). Durante la refrigeración, el porcentaje de viabilidad espermática se ve disminuida por el 

efecto de la temperatura y de la presión osmótica conllevando a la alteración en la composición 

lipídica de las membranas espermáticas, permeabilidad y cambios en el líquido intracelular 

(Thomas et al., 1998). Debido a que se genera el desequilibrio osmótico entre el medio 

extracelular e intracelular por efecto de la temperatura, el espermatozoide difunde agua al 

compartimiento intracelular y por ende, la célula aumenta su volumen generando hinchamiento 

(Ducci et al., 2002). La hipertonicidad causa inestabilidad de la membrana plasmática (Cabrera y 

Pantoja, 2008).  Al verse alterada la membrana plasmática y la membrana acrosomal se generan 

cambios en la permeabilidad, composición lipídica de las membranas espermáticas y en el líquido 

intracelular (Cabrera y Pantoja, 2012).   

En consecuencia, de la alteración de la integridad de las membranas plasmática y 

acrosomal se genera hinchamiento y disrupción de las membranas, cambios en la salida y entrada 

de iones y variación de la actividad de las enzimas. Una de las alteraciones es el acúmulo de 

Calcio a nivel intracelular debido a que hay una reducción en la capacidad de la membrana para 

controlar la entrada de dicho ion. Esto podría inducir una capacitación espermática y la reacción 

acrosomal anticipada lo que afectaría la fertilidad (Tartaglione y Ritta, 2004). Maxwell y Salomon 

(2000) mencionan que el daño del espermatozoide es generado por el aumento del tiempo de 

almacenamiento y la alteración en su capacidad de regular el flujo de iones de calcio.  



 

 

El rango de temperatura óptima para mantener la motilidad espermática; por ende, la 

viabilidad y la fertilidad del semen equino refrigerado varía entre 4 y 6 °C (Orosco et al., 2011). 

Se ha reportado que el almacenamiento a 5 °C es viable para semen que será almacenado por 

periodos mayores a 12-24 horas (Squires et al., 1988). Sin embargo, a una temperatura de 

refrigeración de aproximadamente 5°C, la conservación del semen acarrea consecuencias 

perjudiciales como por ejemplo una disminución de la actividad metabólica del Sodio y Potasio 

intracelular, lo que genera una disfunción significativa en el flujo de iones de la membrana celular 

que ocasiona la disminución de la supervivencia del espermatozoide (Morrier et al., 2002).  

La disminución a bajas temperaturas del semen equino conlleva al incremento de especies 

reactivas de oxígeno por el desacoplamiento del metabolismo oxidativo normal de los 

espermatozoides (Ortega et al., 2009). Carvajal (2019) menciona que el desequilibrio de la 

producción de especies reactivas de oxígeno y la capacidad antioxidante ocasionan la ruptura de 

la función celular y daños a los constituyentes celulares. Durante la refrigeración, el estrés 

oxidativo podría desencadenar la oxidación de los ácidos grasos, proteínas y del ADN de los 

espermatozoides equinos, lo que generaría una reducción de la motilidad, viabilidad y su 

capacidad fecundante (Morte et al., 2008). 

 El efecto del tiempo a temperaturas de refrigeración sobre la viabilidad espermática es 

desconocido en sementales de la línea Zangersheide por lo que el objetivo del presente trabajo es 

analizar efecto del tiempo de la refrigeración a las 0, 24 y 48 horas sobre la viabilidad espermática 

del semen de sementales de la línea Zangersheide. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Animales y muestras 

El experimento se desarrolló al evaluar 15 muestras seminales de tres padrillos de la Línea 

Zangersheide pertenecientes al departamento de reproducción del Hospital Veterinario Central 

del Ejército Peruano, estos eran los únicos sementales presentes en el establecimiento. Los 

equinos utilizados para este trabajo eran de fertilidad comprobada por crías nacidas vivas y con 

una motilidad espermática mayor a 65%. Las edades de los individuos eran 10, 11 y 17 años, 

tenían un peso de aproximadamente 500 Kg y una condición corporal entre tres y cuatro en una 

escala de uno a cinco. Los individuos se encontraban clínicamente sanos ya que una semana 

previa al experimento, estos fueron sometidos a análisis de hemograma y bioquímica donde sus 

resultados se encontraban dentro del rango normal. Previo a las colectas de semen, se realizó a 

cada semental el agotamiento de las reservas extragonadales con la finalidad de mejorar la 

resistencia de los espermatozoides al  proceso de refrigeración (Canisso et al., 2008). Este proceso 

fue realizado colectando muestras de semen de los sementales una vez al día por siete días. Estas 

muestras no fueron evaluadas.  

 

Colección y evaluación inicial de semen 

Se utilizó una yegua en celo con folículo ovárico mayor a 35 mm detectado por 

ultrasonografía y signos de estro como levantar la cola, separar los miembros posteriores, orinar 

con frecuencia, contraer y relajar los labios vulvares con la eversión del clítoris, comúnmente 

llamado ¨guiño vulvar¨ (Heusner, 1993). Además de ello se utilizó una Vagina Artificial tipo 

Missouri a 42°C de temperatura. La vagina artificial constaba de un forro de látex termosellado 

formando una cámara en la cual se introdujo agua mediante una válvula que permitió el ingreso 

de agua y aire, en su parte externa cubierta por una funda de cuero.  

Una vez lista y armada la vagina artificial, se procedió a lubricar el primer tercio de esta 

con una cantidad pequeña de gel estéril no espermicida. Al tener el material listo se procedió a 



 

 

lavar con algodones húmedos a una temperatura de 37°C la fosa del glande y el proceso uretral 

para evitar la contaminación de la muestra de semen (Boeta et al., 2017). Luego de ello, el 

semental fue llevado junto con la yegua para realizar la monta. Las colectas se realizaron después 

de dos horas aproximadamente luego de haber detectado el celo. Estas fueron realizadas siempre 

por la mañana entre las siete y las ocho de la mañana cada cuatro días. Una vez se obtuvieron las 

muestras, estas fueron llevadas al laboratorio inmediatamente protegiéndolas de la exposición al 

sol. Las muestras fueron filtradas para separar la porción gelatinosa del eyaculado mediante un 

filtro de nylon. El parámetro evaluado para el análisis del presente estudio fue la viabilidad 

espermática (%) mientras que para verificar si los eyaculados tenían características normales 

fueron evaluados el volumen (ml), pH, motilidad (%) y la concentración espermática 

(millones/ml). 

 

Procedimiento metodológico 

Las muestras fueron dividieron en tres grupos: 0, 24 y 48 horas post refrigeración. La 

evaluación para cada grupo se realizó con el semen previamente diluido con Equiplus en relación 

1:1 - 1:3 el cual contiene azúcares, buffers, Gentamicina y caseinatos que derivan de fracciones 

de proteína de leche (Minitube, 2014).  

 

Almacenamiento y refrigeración de semen 

Luego de realizar las diluciones, las muestras se colocaron en un Whirl-Pak sellado 

herméticamente. Estas fueron evaluadas a las 0 horas de refrigeración (semen fresco sin 

refrigerar), a las 24 horas post refrigeración y a las 48 horas post refrigeración. Las muestras que 

se sometieron al proceso de refrigeración (grupo 24 y 48 horas) fueron colocadas en un Equitainer 

que se encontraba a una temperatura de 5°C.  

 

Evaluación de la viabilidad espermática 

La evaluación fue realizada mediante la técnica de tinciones Eosina - Nigrosina que 

constaba en colocar 20 μL de muestra seminal en un portaobjetos, se le añadía 20 μL de tinción 



 

 

Eosina, se enjuagaba con agua destilada, luego de ello se añadía 40 μL de tinción Nigrosina, se 

enjuagaba con agua destilada y se dejaba secar la lámina para poder ser evaluada mediante un 

microscopio a un objetivo de 40X. Los espermatozoides teñidos de rojo estaban muertos (con 

pérdida de integridad de la membrana) mientras que los incoloros permanecían vivos (Mallma, 

2019).  

 

Consideraciones éticas 

Todos los animales utilizados en el presente estudio fueron mantenidos de acuerdo a la 

legislación vigente sobre bienestar animal. 

 

Análisis estadístico.  

Para determinar si los parámetros siguieron la distribución normal se utilizó la prueba de 

Shapiro Wilk. El efecto del tiempo de refrigeración (0, 24 y 48 h) (Variable independiente) sobre 

el porcentaje de viabilidad espermática (variable dependiente) fue evaluado mediante análisis de 

varianza ANOVA de medidas repetidas con significancia de 5% seguido del test de Tukey (prueba 

de comparación de medias). Los análisis se ejecutaron con el programa Prism® version 3.0. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

De acuerdo a las evaluaciones iniciales de volumen (53.93 ± 19.01), pH (7.09 ± 0.13), 

motilidad espermática (78.67 ± 8.34 %) y concentración espermática (155.47 ± 39.70 

millones/ml), los eyaculados se encontraban dentro de los rangos normales para semen equino 

(Rousset et al., 1987; Amann y Graham., 1993). Los resultados muestran que el porcentaje de 

espermatozoides viables presentó una diferencia significativa entre los grupos 0, 24 y 48 horas (p 

< 0.01). En la prueba de comparación de medias (Test de Tukey) se encontró, con respecto al 

porcentaje de viabilidad espermática una disminución significativa entre los grupos 0 y 24 

horas  (p < 0.01)  así como entre los grupos 24 y 48 horas (p < 0.01). (Cuadro 1) 



 

 

Cuadro 1. estadística descriptiva de los resultados de porcentajes de la viabilidad espermática a 

las 0, 24 y 48 horas 

 
0 horas 24 horas 48 horas 

Promedio de la Viabilidad espermática (%) 53.13 a 46.7 b 27.63 c 

Desviación estándar 8.28 7.98 8.16 

mínimo (%) 37.5 31.5 15 

máximo (%) 66.5 60 45.5 

Valores obtenidos en base a las quince muestras seminales de tres sementales evaluadas a las 0, 

24 y 48 horas. 

a,b,c : Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.0001). 

 

A la evaluación del porcentaje de viabilidad a las 0 horas se encontró un promedio de 

53.13 ± 8.28 %, similar a lo reportado por Giraldo., et al (2006) quienes evaluaron la viabilidad 

espermática del semen fresco de 5 sementales Criollos Colombianos, sus muestras fueron diluidas 

con el diluyente Kenney obteniendo como resultado 57 ± 6.4  %  utilizando el mismo método de 

tinción que en nuestra investigación (Eosina - Nigrosina). A diferencia de nuestro estudio, ellos 

mantuvieron su muestra colectada en un medio que conservaba una temperatura de 37 °C por 10 

minutos hasta llegar a su centro de investigación (Laboratorio de Medicina Tropical del CES) y 

analizarlo mientras que en nuestro estudio se trasladaba a temperatura ambiente por un 

aproximado de cinco minutos hasta llegar al laboratorio. Se sabe que a temperatura ambiente 

desciende la motilidad espermática, este parámetro se encuentra altamente relacionado con la 

viabilidad por lo que se podría presumir que la viabilidad también disminuiría, por ello Giraldo 

et al. (2006) obtuvieron resultados mayores. En otro estudio realizado por Paredes (2015), se 

obtuvo una viabilidad en semen fresco de 47.2±2.18, este resultado es menor al hallado en nuestro 

estudio, esto puede deberse a que se realizaron colectas consecutivas durante 7 días a intervalos 

de 24 horas mientras que en nuestro estudio se realizaron las colectas con un intervalo de 4 días. 



 

 

Probablemente, al realizar colectas tan seguidas se generó agotamiento y estrés que podría 

disminuir los parámetros de calidad seminal.  

La viabilidad tuvo una tendencia a disminuir mientras el tiempo de refrigeración 

aumentaba, esto se evidenció cuando a la evaluación a las 24 horas de semen refrigerado, el 

promedio de viabilidad espermática obtenido fue de 46.70 ± 7.98 %. Resultados semejantes 

fueron reportados por Dellepiane et al. (2015) quienes evaluaron Caballos Peruanos de Paso 

obteniendo 42.2 ± 1.84 % de viabilidad usaron un dilutor a base de leche descremada y glucosa. 

Ellos, al contrario de nuestra investigación, para evaluar la integridad acrosomal y viabilidad 

utilizaron FITC - PSA y yoduro de propidio respectivamente, para el caso de viabilidad e 

integridad acrosomal utilizaron un láser de excitación de 488 nm con una potencia de 20 mW, y 

detectaron la fluorescencia utilizando los canales de detección Ch02 (Para FITC - PSA) y Ch04 

(Para Yoduro de propidio). El análisis de su estudio fue automatizado ya que se utilizó citometría 

de flujo por lo que sus resultados serían más confiables. Al tener hallazgos similares en nuestra 

investigación, podemos presumir que el conteo de espermatozoides viables en el microscopio fue 

realizado correctamente y resulta confiable. Asimismo, Pugliesi et al. (2012) reportaron que a las 

24 horas post refrigeración a una temperatura de entre 6-8 ºC, el promedio de la viabilidad 

espermática fue 34.9 ± 22.9 % y 47.8 ± 21.4 % diluidos con los dilutores Kenney y Foote 

respectivamente. En nuestro estudio, la temperatura de refrigeración promedio fue de 5°C por lo 

que esta diferencia de temperaturas podría generar la variación en los resultados. Se sabe que el 

rango de temperatura óptima para mantener la motilidad espermática; por ende, la viabilidad y la 

fertilidad del semen equino refrigerado varía entre 4 y 6% (Orosco et al., 2011), Pugliesi et al. 

(2012) superan la temperatura ideal. Además de ello, las ligeras diferencias encontradas podrían 

deberse al contenido de los dilutores que Dellepiane et al. (2015) y Pugliese et al. (2012) utilizaron 

ya que todos fueron distintos. Los dilutores que estos autores utilizaron fueron uno a base de leche 

descremada más glucosa y Kenney, respectivamente. Pagl et al. (2006) realizaron un estudio 

comparativo entre el dilutor Equiplus y el dilutor Kenny donde observaron que el semen 

refrigerado diluído con el Equiplus obtuvo mejores resultados para la motilidad e integridad de 

membrana cuando este fue almacenado por periodos de hasta 72  horas.   



 

 

 A las 48 horas post refrigeración, el resultado obtenido en nuestra investigación fue 27.63  

± 8.16 %, un estudio realizado por Dellepiane et al. (2015) obtuvieron un promedio del 31.6 ± 3.5 

% de viabilidad espermática, siendo un resultado ligeramente mayor a los nuestros. Esto pudo 

deberse a que los sementales usados en su estudio tenían una edad promedio de 4 años y medio 

mientras que los evaluados en nuestra investigación tenían entre 8 y 11 años; además de ello, al 

usar citometría de flujo su conteo fue mucho más exacto y su margen de error fue menor al nuestro 

por tanto, los resultados varían. A su vez, Giraldo et al.  (2006) reportaron en Caballos Criollos 

Colombianos un promedio de la viabilidad espermática de 30.4 ± 12% a las 48 horas post 

refrigeración, esta diferencia con nuestros resultados puede deberse a que la muestra recién 

colectada fue expuesta a temperatura ambiente mientras que la de los autores no, como ya se 

explicó anteriormente. Un estudio realizado por LeFrapper et al. (2010), en equinos Cuarto de 

Milla de entre 15 y 23 años demostró que la motilidad disminuye desde las 0 a las 24 horas y de 

las 24 a las 48 horas de refrigeración, sus resultados fueron 73.4 ± 4.2 % a las 0 horas, 71.1 ± 3.5 

% a las 24 horas y 65.8 ± 6.2 % a las 48 horas. Esta disminución podría estar indicando una 

reducción de la viabilidad espermática ya que ambos parámetros se encuentran bastante 

relacionados. 

Francl et al. (1987) mencionó que el semen almacenado por 24 horas tiene la capacidad 

de mantener un porcentaje de fertilidad semejante al semen fresco; sin embargo, al aumentar las 

horas en las que se encuentra a temperaturas de refrigeración, la motilidad espermática y los 

rangos de fertilidad pueden verse disminuidos. En un estudio realizado por Plaza et al. (2021) dos 

grupos de yeguas fueron inseminadas con semen refrigerado por 48h. Como resultados, no se 

observaron diferencias significativas en el porcentaje de preñez entre los tratamientos. Choque 

(2017), inseminó ovejas criollas con semen refrigerado por 24 horas cuya viabilidad había 

disminuido 20%, como resultado, obtuvo un 60% de tasa de preñez por lo que concluyó que es 

viable realizar la inseminación artificial con semen refrigerado por 24 horas debido a que presenta 

un porcentaje de preñez adecuado. Esto nos indica que es viable realizar la inseminación artificial 

con semen refrigerado hasta las 48 horas obteniendo como resultado una preñez exitosa. 

 



 

 

CONCLUSIÓN 

Para el conjunto de sementales de la Línea Zangersheide, sí existe un efecto del tiempo 

de refrigeración sobre la viabilidad espermática, disminuyendo el porcentaje de viabilidad de 0 a 

24 horas y también de 24 a 48 horas.  
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ANEXOS   

1. Resolución de aprobación de proyecto de tesis 



 

 

 

 

 

 



 

 

2. Comprobación de envío a la revista 

 

 


