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Resumen

La escasa fertilidad del semen equino criopreser-
vado ha limitado de manera sustancial su uso en 
procedimientos de biotecnología reproductiva. El 
estrés oxidativo es uno de los factores más relacio-
nados con este fenómeno, debido al incremento en 
los niveles de especies reactivas de oxígeno (ERO) 
en el semen como resultado del choque térmico, 
de la toxicidad de los crioprotectores, y de la alte-
ración en la disponibilidad y la funcionalidad de los 
antioxidantes endógenos durante los procesos de 
criopreservación. Esta revisión analiza el efecto del 
estrés oxidativo sobre la fertilidad del semen equino 
criopreservado.

Palabras clave: antioxidantes, especies reactivas 
de oxígeno, fertilidad.

Oxidative stress in 
cryopreserved equine sperm

Abstract

The scarce fertility of the cryopreserved equine 
sperm has significantly limited its use in reproducti-
ve biotechnology. Oxidative stress is one of the facts 
that are related the most to this phenomenon, due 
to the increase in the levels of species that react to 

oxygen in the sperm as a result of the thermal shock, 
the toxicity of cryoprotectors and the alteration in the 
disposal and the functionality of the endogenous 
antioxidants during cryopreservation. This revision 
article analyzes the effect of oxidative stress on the 
cryopreserved equine sperm´s fertility  

Key words: antioxidants, species that react to 
oxygen, fertility.

Estresse oxidativo no sémen 
equino criopreservado

Resumo

A escassa fertilidade do sémen equino crio-preser-
vado limitou de maneira substancial seu uso em pro-
cedimentos de biotecnologia reprodutiva. O estresse 
oxidativo é um dos fatores mais relacionados com 
este fenômeno, devido ao incremento nos níveis 
de espécies reativas de oxigênio (ERO) no sémen 
como resultado do choque térmico, da toxicidade 
dos crio-protetores, e da alteração na disponibilida-
de e a funcionalidade dos antioxidantes endógenos 
durante os processos de criopreservação. Esta re-
visão analisa o efeito do estresse oxidativo sobre a 
fertilidade do sémen equino crio-preservado.

Palavras importantes: antioxidantes, espécies rea-
tivas de oxigênio, fertilidade.

Introducción

La criopreservación de semen es uno de los 
procedimientos más importantes en el desarro-
llo de biotecnologías para la reproducción asis-
tida, y es utilizado en la inseminación artificial y 

la producción de embriones por metodologías 
in vivo e in vitro1. Esta tecnología de conser-
vación permite una máxima distribución y una 
adecuada disponibilidad de material germinal 
de especímenes de interés, facilitando el desa-
rrollo de programas de mejoramiento genético 
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para rasgos de valor comercial en la especie, 
a través de la selección o los cruces dirigidos. 
Sin embargo, la escasa fertilidad del semen 
equino criopreservado ha limitado de manera 
sustancial su utilización; esto es atribuible a la 
alteración de la fisiología normal y la viabilidad 
de los espermatozoides, que por la manipula-
ción y procesamiento excesivos son sometidos 
a diferentes tipos de estrés. El estrés oxidativo 
puede considerarse como uno de los factores 
más relacionados con la aparición de estas al-
teraciones en el semen equino criopreservado, 
y es producido como resultado del incremento 
de los niveles de especies reactivas de oxí-
geno (ERO) a causa del choque térmico y la 
naturaleza química de los crioprotectores utili-
zados; de la alteración de la disponibilidad y la 
funcionalidad de los antioxidantes endógenos 
a causa de la remoción del plasma seminal, y 
de la alteración estructural de los antioxidan-
tes a causa de los efectos térmicos y tóxicos 
del proceso2. El conocimiento detallado de los 
fenómenos oxidativos y la capacidad antioxi-
dante del semen, así como la investigación de 
nuevos métodos para su criopreservación, y de 
diferentes moléculas antioxidantes para la su-
plementación de sus diluyentes son indispen-
sables para el mejoramiento de la fertilidad del 
semen equino criopreservado.

Esta revisión tiene como objetivo reconocer 
los diferentes mecanismos biológicos que tie-
nen relevancia en el estado redox del semen 
equino, tales como la producción de especies 
reactivas, la defensa antioxidante y la condi-
ción de estrés oxidativo derivada de procesos 
fisiológicos, o de procedimientos biotecnológi-
cos como la criopreservación. Con lo cual se 
pretende aportar en el entendimiento de las 
implicaciones del estrés oxidativo en la fertili-
dad del semen equino criopreservado, y en el 
planteamiento de posibles medidas para  su 
mitigación.

Las especies reactivas de oxígeno y estrés 
oxidativo en el semen equino

Ciertos niveles de radicales libres son necesa-
rios para el funcionamiento normal de las cé-
lulas espermáticas, incluyendo procesos como 
la capacitación, la hiperactivación, la reacción 
acrosómica, la fusión al oocito y la fertiliza-
ción3. Sin embargo, cuando se presenta una 

producción exagerada de especies reactivas 
de oxígeno (ERO) como el anión superóxido 
(O2

-), el anión hidroxilo (-OH), y el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) como precursor de los radica-
les libres, la capacidad antioxidante del semen 
es rebasada y da lugar al proceso denominado  
“estrés oxidativo”, el cual contribuye al daño 
estructural de la cromatina, las membranas y 
las proteínas del espermatozoide4, 5.

Los espermatozoides equinos generan ERO en 
forma natural, principalmente por su metabolis-
mo mitocondrial, y por la enzima espermato-
zoide específica NADPH oxidasa (NOX5), pre-
sente en la membrana plasmática de la cabeza 
de esta célula6, 7. El peróxido de hidrógeno es la 
especie reactiva más involucrada en el daño de 
los espermatozoides equinos8, y es generada a 
partir del anión superóxido, el cual es la princi-
pal ERO producida por el espermatozoide por 
la rápida acción de la superóxido dismutasa9. 
Varios procesos como la adición del diluyente, 
la centrifugación y la refrigeración entre 4 y 6° 
C pueden afectar la membrana plasmática del 
espermatozoide durante la manipulación del 
semen para su procesamiento10. Por lo tanto, 
cuando las ERO son generadas en exceso, se 
produce una consecuente disminución de la 
fertilidad del semen, principalmente por la pe-
roxidación de los lípidos de la membrana11. La 
peroxidación en los espermatozoides equinos 
es un proceso complejo promovido por el alto 
contenido en sus membranas de ácidos gra-
sos poliinsaturados12, los cuales, a través de 
una serie de reacciones en cadena de radica-
les libres, generan gran cantidad de productos 
como dienos conjugados, aldehídos saturados 
e insaturados, cetonas, oxo- e hidroxiácidos, 
e hidrocarburos saturados e insaturados (ej.: 
etano, pentano)13. El producto oxidado más im-
portante es el  malondialdehído (citotóxico), y 
el más potente, el 4-hidroxinonenol14. A pesar 
de todo lo anterior, los espermatozoides equi-
nos parecen ser relativamente más resistentes 
a la peroxidación de la membrana que los es-
permatozoides de otras especies domésticas15.

La presencia de leucocitos y espermatozoi-
des morfológicamente anormales, caracteriza-
dos por la presencia de gotas citoplasmáticas 
proximales o anormalidades en la pieza media, 
incrementan de manera significativa la forma-
ción de ERO16, y de otros lípidos útiles como 
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sustratos para la peroxidación, como los plas-
malogenos y las esfingomielinas, los cuales fa-
vorecen las alteraciones del espermatozoide17. 
Una concentración de 5 millones de neutrófi-
los activados/mL de seme es suficiente para 
alterar la movilidad de los espermatozoides 
equinos18, dado que los neutrófilos son capa-
ces de generar hasta 100 veces más ERO que 
las células espermáticas. Aunque estas células 
no son comúnmente observadas en el semen 
equino, están presentes en casos de infección, 
y su efecto perjudicial sobre los espermatozoi-
des es potenciado por la pérdida de los antio-
xidantes durante la remoción del plasma en las 
técnicas de preparación del semen19.

Dentro de los parámetros más utilizados con-
vencionalmente para la evaluación de la fertili-
dad de los espermatozoides equinos, aparece 
la movilidad espermática como un indicador 
sensible del estrés oxidativo, debido a que la 
disminución de la movilidad espermática aso-
ciado con ERO, ocurre en ausencia de descen-
sos detectables en la viabilidad, la integridad 
acrosomal, o el potencial de membrana mito-
condrial20. Otros autores han encontrado una 
correlación positiva entre la oxidación de las 
proteínas del semen, la movilidad y la viabili-
dad espermática, y sugieren que la oxidación 
de las proteínas podría ser importante para la 
función de los espermatozoides, mientras que 
la oxidación de los lípidos del plasma seminal 
fue definida como un indicador de daño esper-
mático. Adicionalmente, evidenciaron que una 
correlación positiva entre los niveles de oxida-
ción de lípidos y proteínas en espermatozoides 
y del plasma seminal, con la presencia de de-
fectos severos en la función de los esperma-
tozoides de equinos subfértiles, indica que la 
oxidación de lípidos y proteínas podría ser útil 
para la identificación de machos con proble-
mas de fertilidad21.  

La defensa antioxidante del semen equino

Un antioxidante con función biológica se defi-
ne como una sustancia que disminuye o evi-
ta la oxidación del sustrato, resultando ser un 
agente reductor más potente22. Los mecanis-
mos de defensa antioxidante en los seres vivos 
pueden ser mediados por proteínas de unión 
a hierro y cobre, tales como la transferrina, la 
ferritina y la albúmina23. También por pequeñas 

moléculas antioxidantes como el ascorbato, 
el urato, el glutatión, los tocoferoles, los flavo-
noides, los carotenoides y el ubiquinol; y por 
enzimas, tales como la superóxido dismutasa 
(SOD), la catalasa (CAT) y la glutatión peroxi-
dasa (GPx)24, inclusive, por otras diferentes 
moléculas y extractos de origen natural25.

El plasma seminal equino posee actividades 
de CAT de 98.7 ± 29.2 U/mg de proteína; de  
SOD de 29.15 ± 6.64 U/mg proteína; y de GPx  
de 0.87 ± 0.06 μM de NADPH oxidado/min/mg 
de proteína26, 27.  Otras moléculas presentes 
en el plasma seminal, como taurina, hipotau-
rina, piruvato y lactato, podrían actuar como 
antioxidantes28. Para minimizar los efectos de 
las ERO sobre los espermatozoides equinos, 
se ha suplementado el semen con una varie-
dad de estos sistemas antioxidantes, entre los 
cuales se encuentran SOD, CAT, citocromo C 
líquido, ácido ascórbico, α-tocopherol, carote-
noides, flavonoides, extractos naturales de ajo 
y soya, y otras múltiples moléculas individuales 
o combinadas29,  30. 

La actividad antioxidante enzimática en el se-
men equino aparentemente previene la forma-
ción de ERO, y es incrementada con la adición 
de un diluyente, posiblemente por sus cofacto-
res y sustancias adicionales31. La CAT previe-
ne el descenso en la movilidad después del es-
trés oxidativo32. Un efecto protector de la CAT 
y el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 
sobre la fragmentación del DNA ha sido obser-
vado en espermatozoides humanos33. Para los 
espermatozoides equinos, el daño en el ADN 
puede ser bloqueado igualmente por la presen-
cia de la CAT, y por la presencia de glutatión 
reducido (GSH), pero no por la presencia de 
SOD, lo cual reitera que el peróxido de hidró-
geno es la principal ERO responsable del daño 
en el ADN de estas células34.

Los antioxidantes pueden retardar la peroxi-
dación, aunque nunca la detienen completa-
mente35. Resultados han demostrado que el 
DL-α-tocopherol succinato es efectivo en la 
prevención de la peroxidación lipídica durante 
períodos cortos de incubación36. Otros hallaz-
gos muestran que el acido ascórbico ejerce un 
efecto protector en la integridad de la mem-
brana espermática en semen equino diluido37; 

sin embargo, se observó que no mejora signi-
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ficativamente el mantenimiento de la movilidad 
espermática38. La combinación de diferentes 
moléculas con acción antioxidante podría con-
ducir a un efecto sinérgico, como es el caso de 
la combinación entre la vitamina E, la vitamina 
C y el selenio, la cual desintoxica los lípidos de 
los peróxidos39. 

La criopreservación de semen equino y su 
relación con el estrés oxidativo

Existen varias metodologías para la criopre-
servación del semen, las cuales varían princi-
palmente en las velocidades de descenso de 
temperatura, en las concentraciones de los 
crioprotectores utilizados, y en los soportes de 
almacenamiento empleados. Varios criopro-
tectores han sido evaluados en el proceso de 
criopreservación, como son el glicerol, el dime-
tilsulfóxido, el etilenglicol y la dimetilformamida, 
entre otros40-42.

La metodología más utilizada para la conser-
vación de semen equino es posiblemente la 
refrigeración a 4ºC. Esta técnica produce una 
reducción en la tasa metabólica de los esper-
matozoides, permitiendo extender su supervi-
vencia. Sin embargo, el semen solo puede ser 
almacenado durante pocas horas, dada la rá-
pida reducción de su fertilidad43, la cual depen-
de fundamentalmente de la resistencia de la 
membrana plasmática, al daño causado por los 
cambios de temperatura y el choque térmico44.

La congelación de semen y su almacenamien-
to en nitrógeno líquido permiten su conserva-
ción por largos períodos de tiempo, alcanzan-
do tasas de fertilidad posteriores al proceso, 
del 60% al 70% en las especies bovina y ca-
nina45. Para el caso del semen equino, es aún 
limitado el uso amplio y efectivo de semen 
congelado, principalmente por su asociación 
con la baja fertilidad, y por la inconsistencia en 
los resultados obtenidos. Como es conocido, 
el semen equino es extremadamente sensible 
a las alteraciones celulares generadas por la 
congelación, al estrés osmótico resultado de la 
exposición a medios hipertónicos y, adicional-
mente, a los cambios osmóticos inducidos du-
rante el proceso46, 47. El estrés osmótico ha sido 
relacionado con efectos adversos sobre la mo-
vilidad, la viabilidad y el potencial de membrana 
mitocondrial en espermatozoides equinos, lo 

cual podría estar asociado con el estrés oxida-
tivo48, 49, debido a que el estrés osmótico, tanto 
en condiciones hipotónicas como hipertónicas, 
puede incrementar la producción de anión su-
peróxido en el semen equino50. Investigadores 
asociaron la criopreservación con la presenta-
ción de cambios celulares relacionados con la 
apoptosis en los espermatozoides equinos, al 
evidenciar estos cambios significativos en el 
porcentaje de caspasas activas, en la actividad 
mitocondrial, en la permeabilidad de la mem-
brana plasmática, en la movilidad total, y en la 
movilidad progresiva51. Diferentes marcadores 
de apoptosis pueden ser usados para predecir 
la resistencia a la congelación de los esperma-
tozoides equinos; entre estos, la actividad mi-
tocondrial evaluada por JC-1 tiene el máximo 
poder de diagnóstico52.

En la criopreservación del semen equino, otro 
aspecto importante es el daño que ocurre en 
las mitocondrias del espermatozoide. Al eva-
luar la morfología espermática después de la 
congelación y la descongelación, se encuentra 
un moderado hinchamiento de la pieza media 
que representa una distensión de las mitocon-
drias, sugiriendo que estas organelas son un 
sitio con un criodaño significativo53. También se 
han reportado cambios similares a los que ocu-
rren en la capacitación en los espermatozoides 
criopreservados, en un proceso denominado 
“criocapacitación”54, que se puede generar por 
la pérdida de lípidos de la membrana plasmá-
tica durante la congelación y descongelación, 
así como por la pérdida de factores descapa-
citantes por la remoción del plasma seminal55.

Los protocolos de congelación rápida y ultra-
rrápida previenen la formación de hielo intra-
celular mediante la deshidratación de la célu-
la, por su exposición a altas concentraciones 
de crioprotectores permeables (4 a 6 mol/L) y 
azúcares. La congelación rápida involucra un 
enfriamiento rápido por la exposición de las cé-
lulas a vapores de nitrógeno líquido, mientras 
la congelación ultrarrápida requiere sumergir-
las directamente en nitrógeno líquido, para un 
enfriamiento ultrarrápido56. La vitrificación co-
rresponde a una técnica de criopreservación 
ultrarrápida, que desencadena la formación de 
un estado vítreo similar al cristal, sin presen-
cia alguna de cristales de hielo intracelular y 
extracelular, disminuyendo así el daño de las 
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células57, 58. Las ventajas de la vitrificación son 
grandes respecto a los métodos tradiciona-
les de congelación, por sus menores costos 
en equipos, su sencillez, y la disminución del 
tiempo de exposición a bajas temperaturas. 
Sin embargo, presenta como dificultades, los 
efectos nocivos del choque osmótico por el uso 
de soluciones hipertónicas, los efectos tóxicos 
causados por la naturaleza química y las altas 
concentraciones de crioprotectores, y las alte-
raciones celulares relacionadas con la exposi-
ción a bajas temperaturas59. Nuevas técnicas 
de vitrificación de espermatozoides sin crio-
protectores, realizadas mediante la exposición 
directa de estas células al nitrógeno líquido en 
soportes especiales, han logrado preservar su 
habilidad para la fertilización, con tasas de mo-
vilidad 2,87 veces mayores que en procesos 
de vitrificación convencional60-62.

El incremento en la generación de ERO, causa-
do por los procesos de congelación y desconge-
lación del semen, es posiblemente el principal 
factor relacionado con la baja fertilidad del se-
men equino congelado. En el material germinal 
criopreservado el número de células con cam-
bios asociados a la apoptosis aumenta en com-
paración con el semen fresco; dichas células 
generan grandes cantidades de especies reac-
tivas de oxígeno, lo cual posee el potencial para 
desacoplar el metabolismo oxidativo normal de 
los espermatozoides, conduciendo a que estos 
se vean sometidos a estrés oxidativo63-65.

No solo el incremento en la generación de 
ERO se ha asociado al estrés oxidativo del 
semen; también se sugiere que los procesos 
de congelación convencional conducen a la 
pérdida de la actividad de defensa antioxidan-
te, principalmente a causa del daño estructu-
ral del citoesqueleto, y de la alteración de las 
enzimas antioxidantes. Por estas razones, se 
considera que la congelación y especialmen-
te la descongelación del semen son intrínse-
camente nocivas66, 67. La remoción del plasma 
seminal durante la criopreservación favorece 
el estrés oxidativo del semen equino, toda vez 
que la mayoría de su capacidad antioxidante 
se encuentra allí68, de manera que las técnicas 
estándar de criopreservación producen un des-
censo en las actividades de CAT y GPx. Otros 
investigadores evidenciaron que la congela-
ción no afecta la actividad enzimática residual 

en el diluyente, por lo cual se sugiere la adición 
de enzimas antioxidantes a las soluciones em-
pleadas en la dilución del semen equino para 
su posterior congelación69. Autores reportan 
una relación negativa entre la calidad del se-
men post-descongelación y la concentración 
de mieloperoxidasa, una enzima pro-oxidante 
que puede ser liberada por los neutrófilos pre-
sentes en el semen70, 71.

Otro factor asociado con la pérdida de la mo-
vilidad, viabilidad, y capacidad para la fertiliza-
ción de los espermatozoides es el incremento 
en la peroxidación de los lípidos después de la 
criopreservación72-74. Dicha alteración ocurre a 
nivel en las membranas: plasmática, acrosomal, 
mitocondrial y de la vaina del axonema, provo-
cando una reducción en su fluidez e integridad. 

Adicionalmente, el estrés oxidativo en los es-
permatozoides produce fragmentación de las 
cadenas de ADN, y el cambio de sus bases 
nitrogenadas75-78. En un estudio reciente, in-
vestigadores encontraron una correlación ne-
gativa entre la capacidad antioxidante total del 
plasma seminal, y la fragmentación del ADN 
de los espermatozoides equinos79. Las ERO 
producen un incremento dosis-dependiente del 
daño del ADN80. Durante la refrigeración y la 
congelación del semen equino también se ha 
observado un incremento en el daño del ADN. 

El uso de antioxidantes en la criopreserva-
ción de semen equino

Son escasos los hallazgos prometedores so-
bre el mantenimiento de la fertilidad del se-
men equino con antioxidantes, principalmente 
cuando están involucrados procedimientos de 
refrigeración o congelación convencional. En 
una investigación de Ball et al.81 se utilizaron 
antioxidantes como α-tocoferol, Trolox®, ácido 
ascórbico, albúmina sérica bovina, y el antio-
xidante sintético Tempo, y no se encontraron 
resultados positivos en el mantenimiento de la 
movilidad durante la criopreservación, mientras 
que la utilización del Butilhidroxitolueno (BHT) 
redujo significativamente la movilidad progresi-
va. De acuerdo con Aurich et al.82 la adición de 
ácido ascórbico tiene un efecto positivo sobre 
la preservación de la integridad de la membra-
na en el semen equino congelado, lo cual no 
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contrasta con lo presentado por Ball et al.83, 
dado que el mantenimiento de la integridad de 
la membrana plasmática no necesariamente 
está asociado con una mayor movilidad.

Respecto al uso de α-tocoferol en la refrigera-
ción de semen equino a 5°C, investigadores 
concluyeron que tampoco reduce la peroxi-
dación lipídica84, confirmando la poca efecti-
vidad de esta molécula en la preservación de 
la integridad estructural de los espermatozoi-
des equinos criopreservados. Baumber et al.85 

encontraron que la adición de antioxidantes 
como α-tocoferol, acido ascórbico, glutatión 
reducido, o enzimas como CAT y SOD a los 
diluyentes para criopreservación, no mejora la 
movilidad espermática, la fragmentación del 
ADN, la viabilidad y el potencial de membrana 
mitocondrial de los espermatozoides equinos 
descongelados, y confirman, para el caso del 
α-tocoferol y el acido ascórbico, lo evidenciado 
por Ball et al.86. Respecto a la CAT, Aurich et 
al.87 encontraron que adicionalmente esta en-
zima disminuye la movilidad progresiva de los 
espermatozoides equinos , y en una investiga-
ción reciente se reporta que la adición de SOD 
a los diluyentes tiene un efecto positivo sobre 
la movilidad progresiva y, por lo tanto, mejora la 
calidad del semen equino congelado88, lo cual, 
siendo contrario a lo reportado por Baumber et 
al89, podría estar explicado por la acción fun-
damental de esta enzima en la neutralización 
de la ERO con mayor presencia en el semen 
equino, el anión superóxido. 

Conclusiones

Durante las últimas décadas los avances en el 
mejoramiento de la fertilidad del semen equino 
criopreservado han sido poco significativos. A 
pesar de la intensa investigación adelantada 
en este sentido, tan solo se ha logrado pro-
teger parcialmente la integridad de los esper-
matozoides de los diferentes tipos de estrés 
involucrados en el proceso, lo cual se ha visto 
poco reflejado sobre el porcentaje de movilidad 
como el principal indicador de la fertilidad po-
tencial. El estrés oxidativo ha demostrado ser 
altamente relevante en la generación de diver-
sas alteraciones en las células espermáticas 
sometidas a la criopreservación. Sin embargo, 
persiste como vacío fundamental encontrar los 
suplementos o procedimientos que conduzcan 

a la mitigación de dicho estrés, propiciando el 
logro de altos niveles de fertilidad potencial en 
el semen equino criopreservado.  
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