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Resumen

La criopreservación seminal es una herramienta biotecnológica mediante 
la cual los espermatozoides son sometidos a temperaturas de congelación 
(-196°C) con el fin de mantener su viabilidad por tiempo indefinido. Esta téc-
nica es comúnmente utilizada en sementales cuando se requiere disponibili-
dad un suplemento constante de dosis seminales, o en algunos casos cuando 
se desea preservar la genética de un animal que ha sufrido lesiones severas 
o ha muerto recientemente. Este reporte describe la técnica de recuperación 
espermática mediante el lavado por flujo retrógrado del conducto deferente 
y cola del epidídimo en un semental Criollo Colombiano, el cual fue remiti-
do a consulta posterior a una fractura con minuta en el miembro posterior 
izquierdo, razón por la cual fue realizada la eutanasia del paciente. Luego de 
haberse retirado los testículos se realizó recuperación espermática mediante 
lavado por flujo retrógrado del conducto deferente y la cola del epidídimo 
para ser sometidos a un protocolo de criopreservación convencional utilizan-
do un diluyente con base en yema de huevo – metilformamida y glicerol. Se 
lograron obtener un total de 10 dosis seminales, con motilidad total de 60% 
postdescongelación. Esta técnica es una alternativa viable dado que permite 
conservar el mérito genético de animales de alto valor cuando estos han su-
frido lesiones severas o han muerto recientemente, generando alternativas 
para la posterior aplicación de biotecnologías reproductivas.

Palabras clave: Equino, criopreservación, crioprotector, espermatozoide, epi-
dídimo.

Sperm cryopreservation through the 
recovery of spermatozoa from the deferent 

ducts and epididymis in a horse: Case report

Introducción

La criopreservación seminal consiste en la con-
gelación y almacenamiento de células esper-
máticas en nitrógeno líquido a temperaturas de 

–196 °C generando una suspensión de su me-
tabolismo por periodos de tiempo indefinidos, 
esto con el fin de preservar el material genético 
y tener a disposición dosis inseminantes para ser 
usadas posteriormente por medio de biotecno-
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logías reproductivas (1). La extracción espermá-
tica ha sido reportada a través de técnicas como 
el uso de vagina artificial, preservativo, colector 
cervical, eyaculación química y extracción de 
espermatozoides de los conductos deferentes o 
de los epidídimos (2,3,4,5,6). La electroeyacula-
ción no es una forma exitosa dada la ocurrencia 
de contaminación seminal con orina y el riesgo 
para el operario y el animal (4).

Actualmente se han utilizado diferentes méto-
dos para la obtención de espermatozoides de la 
cola del epidídimo tales como: aspiración direc-
ta (7), colocación del epidídimo en medio geli-
ficado durante periodos de tiempo específicos 
(8), y la realización de lavado por flujo retrogra-
do que involucra los conductos deferentes (9). 
El desarrollo de la técnica para extracción de 
espermatozoides del epidídimo tuvo su origen 
en 1930 por Walton, quien logró extraer esper-
matozoides vivos de los conductos deferentes 
y epidídimos en conejos. Posteriormente se 
realizaron estudios para la recuperación de es-
permatozoides en diferentes especies como ra-
tones, ciervos, equinos, ovinos, caninos, felinos, 
bovinos, entre otros (8,9). En 1957, se reportó la 
primera obtención y criopreservación de esper-
matozoides colectados directamente de la cola 
del epidídimo con posterior inseminación de 
una yegua y nacimiento con éxito de un potro 
(10); En el 2014 se reporta la primera preñez en 
Colombia en un yegua producto de la insemi-
nación con espermatozoides congelados que 
fueron recuperados de la cola del epidídimo (11).
 
Cada espermatozoide anatómicamente está 
compuesto por una cabeza que posee núcleo 
con ADN y un acrosoma que contiene enzimas 
hidrolíticas necesarias para la penetración de la 
zona pelúcida del óvulo durante la fertilización, 
la pieza intermedia y la pieza final poseen mi-
crotúbulos que lo ayudan en su movimiento. 
También cuenta con membrana plasmática, 
la cual encierra tanto la cabeza como la cola y 
se encarga de dar protección actuando como 
una barrera selectiva que regula el intercam-
bio de sustancias entre el medio interno y el 
externo (12,13). Durante la espermatogénesis, 
los espermatozoides no están maduros cuan-
do se liberan de los túbulos seminíferos, cada 
uno contiene una gota citoplasmática proximal 
en su pieza intermedia, la cual a medida que el 
espermatozoide avanza hasta la cola del epidí-
dimo se va desplazando a la parte proximal del 
mismo y este debe madurar en la cola del epi-
dídimo para ganar motilidad progresiva, estabi-
lidad estructural y capacidad fecundante (12,14). 
Los principales cambios que ocurren durante 
el tránsito espermático a través del epidídimo 

incluyen modificaciones en la cromatina (14) y 
alteraciones en el tamaño del acrosoma (15).

Los crioprotectores han sido clasificados en dos 
grupos según la permeabilidad de la membra-
na a la sustancia, los no penetrantes y los pe-
netrantes de la membrana celular que poseen 
bajos pesos moleculares tales como glicerol, 
metanol, etilenglicol, 1,2-propanodiol, butane-
diol, acetamida, el dimetil sulfóxido (DMSO) y 
metilformamida (16,17). En equinos, entre los 
más reportados han sido los crioprotectores pe-
netrantes, entre ellos el glicerol que junto a la 
adición de dimetilformamida han demostrado 
mejorar la motilidad postdescongelación y dis-
minuido el daño en la membrana plasmática de 
los espermatozoides. (18,19)

Durante el proceso de criopreservación el es-
permatozoide se ve sometido a 2 alteraciones 
principalmente; cambios de temperatura y os-
molaridad que afectan su anatomía, metabo-
lismo y potencial fecundante. Particularmente 
durante los cambios de shock térmico de fase 
del medio acuoso a medio de gel se ocasionan 
daños en la estructura de la membrana fosfoli-
pídica alterando su permeabilidad y metabolis-
mo (20,21,22). Durante la congelación se forma 
un medio extracelular hiperosmótico haciendo 
que el espermatozoide pierda agua con el obje-
tivo de equilibrar el medio intra y extracelular. 
Al descongelamiento el espermatozoide se ex-
pone a una solución hipotónica en el medio ex-
tracelular, con lo cual se permite la entrada de 
agua por difusión pasiva, dichas alteraciones en 
la osmolaridad pueden alterar la membrana ce-
lular y la viabilidad espermática (23,24). La apa-
rición del primer núcleo de hielo ocurre cuando 
la solución llega a temperaturas entre - 5°C y 
-15°C, lo anterior promueve la formación de nú-
cleos de mayor tamaño. La adición de criopro-
tectores evita la formación de cristales de hielo 
en el medio intra y extracelular (25) lo que fa-
vorece la reducción de agua intracelular, sin de-
teriorar las concentraciones intra y extracelular 
de iones (26). Asegurar un correcto protocolo de 
criopreservación es fundamental para no afec-
tar el potencial fecundante del espermatozoide. 
Utilizando espermatozoides congelados prove-
nientes de la cola del epidídimo las tasas de pre-
ñez reportadas han sido 17% (10); 24%, 46% (27) y 
pueden ir hasta el 66% (28). 

El presente reporte de caso tiene como objeti-
vo describir el proceso de criopreservación de 
espermatozoides equinos recuperados de las 
colas del epidídimo y conductos deferentes me-
diante el uso de la técnica de flujo retrógrado.
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Descripción de caso 

Anamnesis: Fue remitido a consulta un garañón 
de 6 años, raza Criollo Colombiano con una le-
sión en el miembro posterior izquierdo. Luego 
del examen clínico, se realizó una evaluación 
radiológica del miembro afectado mediante la 
cual se determinó una fractura conminuta en 
la tibia. Dada la gravedad del cuadro clínico y 
el pronóstico desfavorable se decidió efectuar 
eutanasia del paciente utilizando relajantes 
musculares y sedantes con xilacina y guayaco-
lato de glicerilo, inducción de plano anestésico 
con ketamina y punción intratecal con lidocaí-
na. Posterior a la muerte del equino, se realizó la 
extracción de los testículos y la criopreservación 
de espermatozoides obtenidos a partir de la téc-
nica del ordeño epididimal por flujo retrógrado.

Recuperación Espermática: Posterior a la euta-
nasia, se realizó desinfección e incisión ventral 
de la piel escrotal, exteriorizando los testículos 
en su totalidad, permitiendo la realización del 
corte del escroto, túnica dartos, fascia escrotal, 
fascia espermática externa e interna y túnica 
vaginal parietal. Se realizó hemostasia por li-
gadura del plexo pampiniforme y de la arteria 
testicular en la porción más proximal alcanza-
da del cordón espermático previo al corte con 
el fin de tener una mayor longitud del conducto 
deferente disponible para el lavado retrógrado. 
Los testículos, epidídimos y conductos deferen-
tes fueron introducidos en bolsas plásticas es-
tériles, almacenados a 20°C y transportados in-
mediatamente a un laboratorio cercano para su 
procesamiento. 

Los epidídimos y conductos deferentes fueron 
escindidos de cada testículo, colocados en cajas 
plásticas de 47 mm de diámetro (Caja de Petri, 
Kartell, Milán, Italia), y mantenidos a temperatu-
ra ambiente (20°C aproximadamente) durante 
el procedimiento (30 minutos). Cada conducto 
deferente fue cortado en fracciones de 4 – 6 cm 
de longitud, las cuales fueron canuladas con 
agujas de 25xG, unidas a jeringas plásticas (Me-
dispo, Protex s.a) cargadas con 1 ml de medio de 
criopreservación con yema de huevo, metilfor-
mamida y glicerol (BotuCrio, Botupharma, Bra-
sil). Cada una de las porciones de los conductos 
deferentes fue lavada mediante flujo retrógra-
do, y sus contenidos depositados en tubos có-
nicos de 50 ml (Tubo Falcon, Analytica, Bogotá, 
Colombia), los cuales fueron previamente car-
gados con 5 ml de medio de criopreservación 
a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
realizaron cortes longitudinales sobre la cola 
del epidídimo de cada testículo, para colectar 

los espermatozoides usando una jeringa. Como 
resultado final del procedimiento, se obtuvieron 
un total de 15 ml de espermatozoides y diluyen-
te. 

Después de recuperar el material espermático, 
fue refrigerado durante 120 minutos bajando 
gradualmente la temperatura hasta alcanzar 
los 5 °C. Una vez completado este proceso, se 
procedió a empacar el semen en pajillas de 0.5 
ml, estas fueron selladas con alcohol polivinílico 
para ser sometidas a vapores de nitrógeno líqui-
do 4 cm por encima del nivel y finalmente su-
mergidas directamente en nitrógeno a -196 °C 
siendo almacenadas en un termo de nitrógeno 
(29,30,31).

Evaluación seminal pre y post criopreservación: 
Se determinó el porcentaje de motilidad total y 
progresiva en las muestras mediante observa-
ción directa, usando microscopía de luz conven-
cional a 100 y 400X. Para esto, 10 µL de muestra 
fueron colocados sobre una lámina portaobje-
tos. La cuantificación de la motilidad fue reali-
zada por el mismo observador, expresándose el 
resultado en un rango de 0 – 100%. 
 
Morfología Espermática: Fue evaluada median-
te microscopía óptica (1000x) utilizando 20 mi-
crolitros de eosina nigrosina mezclada con 20 
microlitros del material recuperado y extendida 
a manera de frotis en una lámina portaobjetos. 
Se evaluaron las características externas de los 
espermatozoides (cabeza, pieza intermedia y 
cola) y se estimó en un total de 100 células con-
tadas correspondiente a la cantidad de esper-
matozoides con morfología normal, así como 
las alteraciones en cabeza, acrosoma, gotas ci-
toplasmáticas, defectos en pieza media y cola. 
Se asumió el resultado de normalidad como un 
estimado en porcentaje de los espermatozoides 
totales recuperados (13). 

Concentración Espermática: A través de la cá-
mara de Neubauer realizando una dilución de 
1:800 entre agua destilada y el material obte-
nido. La cámara fue evaluada por microscopia 
óptica (400x), estimando la cantidad de esper-
matozoides presentes en 5 cuadros, luego su 
multiplicó por el factor de dilución y finalmente 
por una constante de 50.000 para expresar el re-
sultado en millones de Spz/ml 

Resultados

Las características espermáticas fueron obser-
vadas posterior a la recuperación con el diluyen-
te (Tabla 1). 
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Tabla 1. Resultados de calidad seminal del material recuperado proveniente de las colas del epidídi-
mo y conductos deferentes previo a la criopreservación.

ESPERMIOGRAMA GENERAL

Parámetro  Valor

Volumen 15 ml

Motilidad Total 85%

Morfología
 Normales
 Cola enrollada
 Cabezas sueltas
 Gota Citoplasmática Distal 

86%
6%
3%
5%

Concentración 1,200*106 Spz/ml

La evaluación del proceso de criopreservación 
se estimó tomando una pajilla al azar, descon-
gelándola en baño de maría a 37°C durante 45 
segundos (17) y depositando su contenido en un 

tubo eppendorf de 1.5 ml (Tubo eppendorf, Kar-
tell, Analytica). De allí, se obtuvo una muestra 
para evaluar la motilidad total a través de mi-
croscopía óptica (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados Evaluación Seminal Post-Descongelación 

ESPERMIOGRAMA SEMINAL POST DESCONGELACIÓN

Parámetro Valor

Volumen 0,5 ml

Concentración 200 * 106 Spz

% de espermatozoides móviles 50%

Motilidad Total 75%

La cantidad de dosis seminales se estimó a partir 
de los resultados postdescongelación. Teniendo 
en cuenta que la dosis seminal adecuada para 
inseminación contiene entre 250 a 500 *106 Spz 
viables (32) y estimando una mortalidad de 50% 

de Spz por el proceso de descongelamiento, se 
necesitan 5 pajillas con 100 *106 Spz viables cada 
una para alcanzar una dosis seminal efectiva 
(500 *106 Spz viables) (Tabla 3) (33,34,35).

Tabla 3. Cálculo de dosis seminales a partir de resultados de descongelación seminal.

FÓRMULA CÁLCULO

Concentración * Volumen =                                        
Concentración total de Spz

1,200*106 Spz/ml X 15 ml = 18,000*106 
Spz

Concentración total de Spz*%normales*% motilidad=
Spz viables 

18,000 106 Spz*0,86*0,75=
11,610 Spz viables

Spz viables/concentración pajillas    =                                  
Cantidad de pajillas a congelar

11,610*106 Spz / 200*106Spz = 58 pajillas

3 pajillas = 1 dosis seminal 58 pajillas=11 dosis seminales

Discusión

La criopreservación de espermatozoides permi-
te preservar material seminal de alto valor gené-

tico, optimizar los eyaculados de los sementales 
además de reducir la trasmisión de enferme-
dades venéreas (36). Para este caso es una op-
ción viable para conservar material genético y 
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reproducir el semental cuando este no puede 
ser colectado por alguna condición física o ante 
una muerte repentina (28). El manejo de los 
testículos y el transporte hasta el laboratorio es 
determinante en el éxito de la criopreservación 
espermática a través del ordeño de las colas del 
epidídimo y lavado por flujo retrógrado de los 
conductos deferentes, algunos reportes han 
evaluado la viabilidad espermática después de 
la orquiectomía hasta 24 horas conservándolos 
a 5°C (28, 37), así como la posibilidad de mante-
ner la viabilidad espermática hasta por 96 horas 
en refrigeración (3). En el presente reporte los 
testículos fueron transportados al laboratorio 
posterior a la eutanasia del paciente y la técnica 
fue realizada en un tiempo no mayor a 30 minu-
tos disminuyendo el posible impacto negativo 
del tiempo sobre la viabilidad espermática.

Durante el proceso de espermatogénesis en la 
cola del epidídimo se almacenan espermatozoi-
des maduros sin presencia de plasma seminal 
y con capacidad fecundante a diferencia de la 
cabeza y cuerpo donde reportan estadios in-
maduros de los mismos (38). Para este caso, el 
material recuperado de la cola del epidídimo 
y conductos deferentes fueron principalmen-
te células espermáticas y plasma epididimal 
debido a la ausencia de los componentes del 
plasma provenientes de las glándulas sexuales 
accesorias. Un estudio reportó que en camellos 
los espermatozoides provenientes de la cabeza 
y cuerpo del epidídimo son capaces de fecun-
dar, aunque la mejor calidad es de los obtenidos 
de la cola del epidídimo (39). Se utilizaron esper-
matozoides que después de ser evaluados en 
su morfología y movilidad se asume que tienen 
propiedades para ser fértiles, aunque se hace 
necesaria la utilización de este semen en pro-
cesos de inseminación artificial como prueba 
biológica para asegurar el potencial fecundante 
del mismo. 

Diferentes técnicas para la obtención de esper-
matozoides provenientes del epidídimo han 
sido reportadas, destacándose la aspiración di-
recta, inmersión epididimal en gel durante un 
periodo de tiempo y flujo retrógrado de las co-
las del epidídimo que involucran también los 
conductos deferentes (3,4,40). Esta última, fue 
la seleccionada siendo una técnica efectiva que 
requiere poca manipulación, además, se reali-
zaron cortes de la cola del epidídimo para au-
mentar la cantidad de material espermático re-
cuperado obteniendo mayor cantidad de dosis 
seminales.

Los crioprotectores se clasifican en dos grupos 
y diversos autores reportan que los mejores re-

sultados de criopreservación espermática son 
obtenidos utilizando aquellos que penetran la 
membrana celular y poseen bajo peso molecu-
lar (41,18,42). Así mismo, se ha demostrado que 
la dimetilformamida (DMF) como crioprotector 
ofrece mejores resultados en cuanto a movili-
dad espermática post descongelamiento (18), 
siendo utilizado en este caso con una combina-
ción de DMF + glicerol en un preparado comer-
cial. En la actualidad no existe un protocolo es-
tandarizado para la criopreservación de semen 
equino, encontrándose diversos métodos y ma-
teriales dependiendo del laboratorio, así como 
variabilidad en la respuesta a la congelación 
dependiendo del semental (43,22) Utilizando 
espermatozoides congelados provenientes de 
la cola del epidídimo las tasas de preñez repor-
tadas han sido hasta del 70 %, lo que conlleva 
a considerar como opción adecuada el uso de 
esta herramienta biotecnológica (28). 

Los protocolos de congelación espermática es-
tas reportados de manera manual utilizando 
cajas de icopor y depositando las pajillas sobre 
vapores de nitrógeno líquido a 4 cm por enci-
ma del nivel (44), también existen congeladoras 
automáticas que disminuyen la temperatura 
de los espermatozoides de forma controlada a 
10 ºC por minuto hasta llegar a -15 ºC y a 25 ºC 
por minuto hasta -150 ºC (Kryo 10–3.3; Messer 
Griesheim, Germany), en nuestro caso se utilizó 
la manera manual dejando en vapores durante 
10 minutos y después sumergiendo de manera 
directa las pajillas en el nitrógeno líquido para 
posteriormente empacarlas y almacenarlas en 
nitrógeno líquido a – 196  ºC (45).

El efecto de la criopreservación sobre los esper-
matozoides define el daño celular como resul-
tado de una alta concentración de solutos en 
el fluido extracelular causado por el shock tér-
mico y la formación de cristales de hielo fuera 
de la solución (26) provocando así la ruptura de 
la membrana basada en la transición de fase 
termo trópica de los lípidos (46). De acuerdo 
con esta teoría, la supervivencia espermática 
depende del tiempo permitido para que ocu-
rra el evento de separación de fases durante la 
congelación. Si este no ocurre, se pueden crear 
orificios en la membrana por fallas en el agrupa-
miento de los lípidos durante la descongelación 
(47). El otro efecto descrito se basa en la alta 
sensibilidad de la membrana plasmática postu-
lando al estrés osmótico como el factor clave en 
la optimización de la velocidad de enfriamien-
to por la tasa de desplazamiento requerida por 
la membrana plasmática para acomodarse al 
cambio de volumen pudiendo estar relacionado 
con la tensión de la adhesión del citoesqueleto 
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(43). En el caso, los resultados post descongela-
ción evidenció un 40% de espermatozoides sin 
movimiento, aunque no se puede determinar 
la causa de esta, las teorías expuestas anterior-
mente pueden sugerir posibles etiologías. 

La dosis seminal fue ajustada en el análisis post 
descongelación de una pajilla al azar, calcu-
lando la cantidad de espermatozoides viables 
y asegurando una dosis de 500 *106 Spz millo-
nes por inseminación teniendo en cuenta que 
los reportes sugieren de 250 a 500 millones de 
Spz (Householder et al., 1981), asimismo, se esti-
mó la concentración por pajilla en 200 *106 Spz 
(33,34,35). Cabe recalcar que un análisis com-
putarizado de las pajillas nos podía ofrecer un 
diagnóstico más objetivo frente los parámetros 
de motilidad espermática, en este caso no fue 
realizado por no contar con el equipo apropiado 
y el interés del propietario de conservar todo el 
material genético. Como recomendaciones de 
uso seminal al momento de la inseminación se 
deben descongelar 5 pajillas (1 dosis) y esta debe 
ser realizada de manera profunda cerca de la 
unión útero-tubal utilizando un catéter flexible 
durante el periodo peri ovulatorio teniendo en 
cuenta las 6 horas antes o después de la ocu-
rrencia de la misma.

Conclusiones

La recuperación espermática de las colas del 
epidídimo y conductos deferentes utilizando 
la técnica de ordeño epididimal por flujo retró-
grado es una estrategia viable cuando el animal 
presenta un accidente que impide la colecta se-
minal o muere. Combinado este procedimiento 
con la criopreservación se puede almacenar el 
material seminal por un periodo de tiempo pro-
longado y ser utilizado en biotecnologías de re-
producción. 
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