
93

Efecto de la asociación L-glutamina – Etilenglicol en 
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Resumen

Con el objeto de mejorar la eficiencia en la criopre-

servación de semen equino, se evaluó el efecto de la 

asociación L-glutamina con el Etilenglicol y Glice-

rol en el medio de congelación seminal. Se usaron 4 

reproductores criollos colombianos para completar 

un total de 21 muestras que fueron congeladas en 

diferentes medios de congelación constituidos de 

medio INRA 97 y crioprotectante según estudio: L-

glutamine 80mM + Etilenglicol 2,5% (protocolo 1), 

L-glutamine 80 mM + Glycerol 2,5% (protocolo 2),  

Etilenglicol 2,5% (protocolo 3) y glycerol 2,5% (pro-

tocolo 4). La metodología  de congelación fue: 60 mi-

nutos para descender la temperatura de 38° C a 5° C 

(0,55° C/min) durante el transporte. Se centrifugaron 

las muestras a 600G/10min, se diluyó el semen con 

los 4 protocolos en pajillas de 0,5 ml. Luego 60 mi-

nutos de equilibrio en refrigeración; 20 minutos en 

vapores de nitrógeno líquido y posterior inmersión. 

En la evaluación de la motilidad progresiva no se 

encontró diferencia significativa entre protocolos al 

tiempo	0	(p	≤	0.6383),	al	tiempo	30	min	(p	≤	0.511)	

y	al	tiempo	60	min	(p	≤	0.1659).	Las	medias	de	mo-

tilidad para los 4 protocolos al tiempo 0 fueron (1) 

29,6 ± 15,1; (2) 28,1 ± 13,5; (3) 28,4 ± 12,3 y (4) 30,8 

± 11,1; a los 30 minutos: (1) 25,1 ± 13,6; (2) 22,3 ± 

13,0; (3) 24,9 ± 12,4 y (4) 25,5 ± 11,6 y a los 60 mi-

nutos (1) 17,1 ± 10,2; (2) 15,4 ± 11,7; (3) 19,9 ± 11,5 

y (4) 17,6 ± 10,4. La sobrevivencia espermática fue 

evaluada con coloración eosina-nigrosina, post-des-

congelación y no se encontró diferencia significativa 

entre	los	protocolos	(p	≤	0.6336),	las	medias	fueron	

(1) 30,7; (2) 28,8; (3) 28,7 y (4) 31,7. En conclusión, 

aunque no se demostró diferencia significativa entre 

los protocolos; la tendencia a la media más alta la 

presentó el protocolo 4 (glicerol 2,5%). 
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effect of the association l-gluta-
mine – ethylene glycol 
in equine semen cRyopReseRVation  

abstRact

In order to improve the effectiveness in the cryopre-

servation of horse sperm, the effect of association 

L-glutamine with Ethylenglicole and Glycerol in the 

freezing media spermatozoa was evaluated. 4 Co-

lombian native stallions were used to complete a to-

tal of 21 samples which were frozen in two different 

media: INRA 97 and cryoprotectant. The following 

study was done: L-glutamine 80mM + Etilenglicol 

2.5% (protocol 1), L-glutamine 80 mM + Glycerol 

2.5% (protocol 2), Etilenglicol 2.5% (protocol 3) and 

glycerol 2.5% (protocol 4). The freezing methodolo-

gy was: 60 minutes to descend the temperature from 

38°C to 5°C (0.55°C/min) during the transport. The 

samples were centrifuged at 600G/10min., and the 

semen was diluted with the four protocols in straws 

of 0.5 ml. Then, 60 minutes of equilibrium in refri-

geration; 20 minutes in liquid nitrogen vapors and 

then immersed. In the progressive motility evalua-

tion there was not any significant difference between 

protocols	at	0	time	(p	≤	0.6383),	at	30	minutes	(p	≤	

0.511),	and	at	60	minutes	(p	≤	0.1659).	The	motility	

averages for the 4 protocols at 0 time were (1) 29,6 

± 15,1; (2) 28,1 ± 13,5; (3) 28,4 ± 12,3 and (4) 30,8 

± 11,1; at the 30 minutes: (1) 25,1 ± 13,6; (2) 22,3 

± 13,0; (3) 24,9 ± 12,4 and (4) 25,5 ± 11,6, and at 

60 minutes (1) 17,1 ± 10,2; (2) 15,4 ± 11,7; (3) 19,9 

± 11,5 and (4) 17,6 ± 10,4. The spermatic survival 

was evaluated with eosine-nigrosine coloration, after 

thawing and there was not any significant difference 

among	the	protocols	(p≤	0.6336),	the	average	mea-

sures were (1) 30,7; (2) 28,8; (3) 28,7 and (4) 31,7. As 

a conclusion, although significant difference was not 

demonstrated among the protocols; the tendency to 

the highest average was presented by the protocol 4 

(glycerol 2.5%).

Key words: Cryopreservation, L-glutamine + ethyle-

ne glycol, equine spermatozoid.
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intRoducción

Pese a los avances en la congelación de semen equi-

no, existe una gran limitante para el desarrollo de 

esta biotecnología; ya que aún utilizando técnicas 

avanzadas de criopreservación, la sobrevivencia 

espermática postdescongelación está limitada a un 

50% (Watson, 1995), debido a los efectos ejercidos 

por cambios de temperatura, alteraciones de mem-

brana y daños producidos por elevadas concentracio-

nes de crioprotectores. Además de esto, las técnicas 

de congelación de semen equino son menos eficaces 

que las de la especie bovina (Brinsko y Varner, 1992), 

porque los equinos presentan una sensibilidad más 

alta a la criopreservación seminal. Otro factor pro-

blema es la variación en la congelabilidad del semen 

entre reproductores, donde algunos toleran más la 

congelación de su material seminal en comparación 

con otros.

Debido a las bajas tasas de sobrevivencia y motilidad 

progresiva postdescongelación y a la marcada varia-

bilidad individual en los resultados obtenidos en la 

criopreservación de semen equino, a través del pre-

sente trabajo se pretende evaluar la eficiencia de la 

L-glutamina asociada al etilenglicol; ya que éste por 

sus características físicoquímicas, como bajo peso 

molecular, mejor permeabilidad a través de la mem-

brana y baja toxicidad, puede mejorar las tasas de 

sobrevivencia espermática y motilidad progresiva al 

momento de la descongelación en comparación con 

el glicerol, el cual ejerce un efecto negativo sobre la 

célula espermática debido a su alta toxicidad. Se ha 

trabajado la L-glutamina asociada al glicerol encon-

trando efectos favorables sobre el espermatozoide 

al momento de la descongelación (Trimeche, 1996), 

pero no se han realizado trabajos asociando esta mo-

lécula con el etilenglicol, que por las características 

anteriormente descritas, puede presentar mejores re-

sultados postdescongelación.

El éxito en la criopreservación celular ha sido logra-

do gracias a la utilización de sustancias crioprotec-

toras que disminuyen la concentración intra y extra-

celular de electrolitos y la excesiva deshidratación 

celular a temperaturas bajo cero, reducen la forma-

ción de cristales de hielo intracelular durante la con-

gelación. También inhiben la actividad de muchas 

enzimas disminuyendo o eliminando la actividad de 

radicales libres responsables de lisis celular, antes, 

durante y luego de la congelación y descongelación 

(Carpenter et al., 1998). La criopreservación celu-

lar consiste en un enfriamiento de la célula a bajas 

temperaturas para lograr detener totalmente el me-

tabolismo celular y así asegurar su conservación por 

largo tiempo.

Los crioprotectores pueden producir dos tipos de 

alteración a la célula, una funcional, que ocasiona 

inactivación proteica y enzimática; y otra estructu-

ral, relacionada con el estrés osmótico dado por los 

cambios de volumen experimentados por la célula 

espermática (Fahy, 1986).

cRiopRotectoRes que penetRan 
libRemente la célula

Son sustancias de bajo peso molecular que penetran 

fácilmente la célula, reemplazando el agua intracelu-

lar por medio de la introducción de radicales hidroxi-

lo. Estos reemplazan osmóticamente el agua intrace-

lular antes y durante el congelamiento y disminuyen 

el punto de congelación del agua (Medeiros, 2002), 

lo que combinado con una lenta tasa de enfriamien-

to disminuye la formación de cristales de hielo. Son 

esencialmente alcoholes (glicerol, etilenglicol, 1-2 

propanediol, propilenglicol, entre otros). Sus pesos 

moleculares varían entre 32 y 212 Daltons. 
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cRiopRotectoRes que no penetRan 
la célula

Son crioprotectores, que ejercen su acción protegien-

do el exterior de la membrana celular que es frecuen-

temente lesionada por el efecto de las altas concen-

traciones iónicas; además algunas de estas moléculas 

tienen un efecto reparador de membrana, gracias a 

los lípidos que contienen (Whittingham, 1971). Pue-

den ser de bajo peso molecular como sacarosa, glu-

cosa, manitol, trealosa y rafinosa, las cuales aumen-

tan la presión osmótica extracelular produciendo la 

deshidratación de la célula (MacGann, 1978); o de 

alto peso molecular como el polivinil-pirrolidona 

(PVP), el Dextran, el suero de albúmina bovina, al-

gunos aminoácidos como la L-glutamina, histidina y 

glicina – betaína. 

La L-glutamina es un aminoácido que posee un efec-

to crioprotector en las células animales, en donde su 

mecanismo de acción es actuar de forma extracelular 

protegiendo la membrana plasmática del espermato-

zoide equino; lo cual permite una mejor protección 

al momento de la criopreservación y así una mejoría 

en la motilidad y viabilidad del espermatozoide al 

momento de descongelar, una vez asociada a otros 

crioprotectores como el glicerol. 

mateRiales y métodos

colecta y pRocesamiento del semen

Las colectas del material seminal fueron realizadas 

en el criadero de caballos criollos colombianos Villa 

Daniela, ubicado en el Municipio de Cajicá (Cundi-

namarca), en la Sabana de Bogotá, a una altura de 

2650 metros sobre el nivel del mar y una tempera-

tura promedio de 13° C; para tal efecto se utilizaron 

cuatro ejemplares criollos colombianos, entre los 38 

y los 60 meses de edad, que presentaron excelente 

líbido y habilidad para copular y liberar el semen en 

la vagina artificial. 

La metodología empleada se basó en la utilización de 

cuatro crioprotectores aplicados a cada reproductor 

trabajado, cuya composición era desconocida para 

los evaluadores para evitar subjetividad. Las mues-

tras se dividieron en siete lotes donde el máximo de 

reproductores por lote fue cuatro y el mínimo dos. 

Al reproductor número uno se le tomaron seis mues-

tras; al reproductor número dos, siete; al reproductor 

número tres, seis y al reproductor número cuatro, 

dos; para un total de 21 muestras.

Para el desarrollo del trabajo se utilizó el medio 

INRA 97, adicionando a éste cuatro diferentes pro-

tocolos de congelación distribuidos como se aprecia 

en la Tabla 1.

tabla 1. pRotocolos utilizados en el estudio del 

efecto de la asociación l-glutamina, etilenglicol 

o gliceRol como cRiopRotectoRes en medio inRa 

1997

PROTOCOLO CRIOPROTECTORES

1
Etilenglicol 2.5% - L-gluta-

mina 80mM

2
Glicerol 2.5%- L-glutamina 

80mM

3 Etilenglicol 2.5%

4 Glicerol 2.5%

Para la colecta se dispuso de yeguas en celo, que per-

mitieron servir de estímulo al macho en el momento 

de la toma del semen. Tanto el pene del reproductor 

como el área perineal de las yeguas fueron lavados con 

abundante agua, para evitar posibles contaminantes. 

La colecta se realizó utilizando una vagina artificial 

tipo colorado preparada a una temperatura interna 

entre 45 – 50° C (Blanchard et al., 2003), con bue-

na lubricación (vaselina neutra), adecuada presión 

y con un protector plástico interno desechable que 

termina en el filtro de nylon para separar la porción 
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de gel. Una vez tomadas las muestras, se realizó un 

espermiograma convencional, teniendo en cuenta el 

volumen total, el volumen del gel, el color, la viscosi-

dad, la motilidad progresiva a través del microscopio 

y la concentración espermática por medio de cámara 

de Neubauer. Posteriormente, el semen se diluyó en 

el medio INRA 97 (sin crioprotector) en relación 1:1, 

para su posterior transporte al laboratorio utilizando 

una nevera de icopor herméticamente cerrada para 

mantener la temperatura constante a 5° C. 

Una vez en el laboratorio, el semen se centrifugó con 

el medio INRA 97 (utilizado para el transporte) a 

600G durante 10 minutos. Luego se desechó el sobre-

nadante y se dejó el precipitado para ser diluido con 

cada uno de los cuatro protocolos, utilizando pajillas 

de 0,5 ml previamente marcadas. El sellamiento se 

realizó por medio de compresión de calor. 

La curva de congelación utilizada fue inicialmente 

10 minutos a 38° C, en tiempo de colecta y evalua-

ción; luego 60 minutos para descender (0,55° C/min) 

y estabilizar la temperatura a 5° C durante el trans-

porte al laboratorio; una vez adicionado el medio 

crioprotector, 60 minutos de tiempo de equilibrio en 

refrigeración; luego exposición a vapores de nitróge-

no líquido a 4 cm de este durante 20 minutos y pos-

terior inmersión en el nitrógeno líquido. 

eValuación de la calidad seminal

Las pajillas fueron descongeladas en baño de Ma-

ría a 37° C durante 30 segundos. Para la evaluación 

postdescongelación se dispuso de viales de 1,5 ml 

para depositar el semen y homogenizarlo. Posterior-

mente se evaluó la motilidad progresiva al micros-

copio (40X, 100X), utilizando láminas temperadas 

por medio de un calentador programable a 37,5º C. 

Adicionalmente, se realizó una prueba de resistencia 

observando la motilidad progresiva a los 30 y 60 mi-

nutos postdescongelación. Para la evaluación de so-

brevivencia espermática se realizó tinción de eosina 

- nigrosina, para hacer el conteo de vivos y muertos 

al microscopio.

análisis estadístico

Para el análisis estadístico se utilizó el paquete 

S.A.S. General Lineal Models Procedure. Realizando 

un análisis de varianza y un modelo de bloques com-

pletos al azar con arreglo factorial A x B x C (donde 

A = reproductor; B= tratamiento y C = evaluador) 

para ver la variación entre los cuatro protocolos uti-

lizados. Para mirar el grado de significancia se utilizó 

la prueba de Tukey, con el fin de establecer cuál de 

estos marca la diferencia. 

Resultados

Resultados obtenidos en campo

De los cuatro reproductores se colectó un total de 21 

muestras; a todas se le realizó una evaluación en cam-

po, los valores promedio se encuentran en la Tabla 2.
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tabla 2. pRomedio de ValoRes seminales poR RepRoductoR al momento de la colecta 

en el estudio del efecto de la asociación l-glutamina + etilenglicol

REPRODUCTOR
VOLUMEN

   (ml)
 + DS 

% MOTILIDAD
PROGRESIVA

  + DS

MILLONES DE ESPERMATOZOIDES/
ML

+ DS

1 (n=6) 24,8 ± 8.9 70 ± 0  285 ± 86.9

2 (n=7) 39,4 ± 6.7 69,2 ± 7.2 225,7 ± 53.9

3 (n=6) 47,8 ± 11.2  75 ± 5.5  255 ± 53.2

4 (n=2) 47,5 ± 10.6  65 ± 7.1  210 ± 7.1

* n= número de colectas por reproductor.

Resultados de la motilidad pRogResiVa 
postdescongelación, según el pRotocolo 

utilizado

Los resultados según el protocolo utilizado, fueron 

evaluados a diferentes tiempos, 0, 30 y 60 minutos 

postdescongelación. Los promedios obtenidos al tiem-

po cero fueron: protocolo (1) 29,6 ± 15,1; (2) 28,1 ± 

13,5; (3) 28,4 ± 12,3 y (4) 30,8 ± 11,1. En los análisis 

estadísticos realizados al tiempo 0 no se encontraron 

diferencias	significativas	(p	≤	0.6383),	los	resultados	

fueron homogéneos. En la evaluación después de los 

30 minutos según el protocolo utilizado, la media de 

motilidad fue: protocolo (1) 25,1 ± 13,6; (2) 22,3 ± 

13,0; (3) 24,9 ± 12,4 y (4) 25,5 ± 11,6. Los análisis 

estadísticos	no	encontraron	significancia	(p	≤	0.511).	

Sin embargo, los protocolos 1 y 4 (Etilenglicol + L-

glutamina y Glicerol) fueron sobresalientes frente al 

2 (Glicerol+L-glutamina) y al 3 (Etilenglicol). Des-

pués de 60 minutos postdescongelación los resulta-

dos obtenidos según los protocolos fueron; protocolo 

(1) 17,1 ± 10,2; (2) 15,4 ± 11,7; (3) 19,9 ± 11,5 y (4) 

17,6 ± 10,4. No se encontró diferencia significativa 

(p	≤	0.1659);	sin	embargo,	el	protocolo	3	(Etilenglicol	

2.5%); presentó la tendencia más alta de motilidad 

progresiva, a través del tiempo (Tabla 3 - Gráfica 1).

tabla 3. pRomedio de motilidad pRogResiVa según el pRotocolo de congelación utilizado a tRaVés del 

tiempo en el estudio de la asociación l-glutamina + etilenglicol

*Los análisis estadísticos no mostraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos.

TIEMPO
POSTDESCONGELACIÓN

PROTOCOLO UTILIZADO
MOTILIDAD PROGRESIVA

 + DS

0
 

1 29,6 ± 15,1
2 28,1 ± 13,5
3 28,4 ± 12,3
4 30,8 ± 11,1

 
30 Min.

 

1 25,1 ± 13,6
2 22,3 ± 13,0
3 24,9 ± 12,4
4 25,5 ± 11,6

 
60 Min.

 

1 17,1 ± 10,2
2 15,4 ± 11,7
3 19,9 ± 11,5
4 17,6 ± 10,4
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gRáfica 1. pRomedio de motilidad pRogResiVa según el pRotocolo de congelación utilizado a tRaVés del 

tiempo en el estudio de la asociación l-glutamina + etilenglicol

EG+G= Protocolo Etilenglicol + L-glutamina; G+G= Protocolo Glicerol + L-glutamina; EG=  Protocolo Etilenglicol; G= Protocolo 
Glicerol.  * Los análisis estadísticos realizados no demostraron diferencia significativa entre los protocolos, en los diferentes tiempos 
postdescongelación. Tiempo 0 (p = 0.6383); 30 min. (p = 0.511); 60 min. (p = 0.1659).

Resultados de la motilidad pRogResiVa 
postdescongelación, según el 

RepRoductoR utilizado

Las medias de motilidad progresiva según el repro-

ductor utilizado, evaluadas al tiempo cero fueron: re-

productor (1) 37,7 ± 12,5; (2) 20,8 ± 8,9; (3) 29,2 ± 

8,9 y (4) 32,3 ± 19,1. El nivel de significancia fue (p 

≤	0.0001);	donde	el	mejor	reproductor	fue	el	número	

uno, seguido por el cuatro, el tres y, finalmente, el 

número dos. Al tiempo 30 las medias fueron: repro-

ductor (1) 29,4 ± 12,2; (2) 15,9 ± 8,9; (3) 25, 9 ± 10,1 

y (4) 34,7 ± 15,3. Encontrando una diferencia signi-

ficativa	(p	≤	0.0001),	donde	el	reproductor	número	

cuatro fue el mejor, seguido por el uno, el tres y, por 

último, el dos. A los 60 minutos las medias fueron: 

reproductor (1) 18,8 ± 10,1; (2) 11,3 ± 7,5; (3) 20,1 

±9,9 y (4) 27, 8 ± 14,3. Encontrando diferencia sig-

nificativa	(p	≤	0.0001)	y	el	mejor	reproductor	fue	el	

número cuatro (Tabla 4 - Gráfica 2).

Las diferencias en los resultados de motilidad pro-

gresiva entre reproductores, demuestra la variabili-

dad existente en la especie en cuanto a la criopre-

servación seminal, dado que algunos reproductores 

toleran más que otros, la congelación de su material 

genético. 
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tabla 4. media de motilidad pRogResiVa según el RepRoductoR utilizado a tRaVés del tiempo en el estudio 

de la asociación l-glutamina + etilenglicol

 TIEMPO
POSTDESCONGELACIÓN

REPRODUCTOR
MEDIA
 + DS

 
0
 

1 37,7 ± 12,5    A

2 20,8 ±  8,9    C 

3 29,2 ±  7,7    B

4 32,3 ± 19,1  A B 

 
30 Min.

 

1 29,4 ± 12,2  A B

2 15,9 ±  8,9    C

3 25,9 ± 10,1    B

4 34,7 ± 15,3    A

 
60 Min.

 

1 18,8 ± 10,1    B

2 11,3 ±  7,5    C

3 20,1 ±  9,9   B

4 27,8 ± 14,3   A

* Las cifras marcadas con diferentes letras presentan diferencias significativas (A versus B p<0.05 y versus C p<0.01) *Letras igua-
les no presentan diferencia significativa.

gRáfica 2. pRomedio de motilidad pRogResiVa según el RepRoductoR utilizado a tRaVés del tiempo en el 

estudio de la asociación l-glutamina + etilenglicol

            R= Reproductor Utilizado. 
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Resultados de sobReViVencia 
espeRmática según el pRotocolo 

utilizado

Los promedios de porcentaje de sobrevivencia esper-

mática, de acuerdo al protocolo utilizado, fueron los 

siguientes: protocolo (1) 30,7%; (2) 28,8%; (3) 28,7% y 

(4)	31,7%.	No	se	encontró	diferencia	significativa	(p	≤	

0.6336). Mostrando tendencia a mayor supervivencia 

con el protocolo 4 (Glicerol 2,5%) (Gráfica 3).

gRáfica 3. pRomedio de sobReViVencia espemática según el pRotocolo de congelación utilizado en el 

estudio de la asociación l-glutamina + etilenglicol
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EG+G= Protocolo Etilenglicol + L-glutamina. G+G= Protocolo Glicerol + L-glutamina. EG= Protocolo Etilenglico G= Protocolo 
Glicerol. * Los análisis estadísticos realizados no demostraron diferencia significativa entre los protocolos de congelación, según la 
sobrevivencia	espermática.	(P	≤	0.6336)	

Resultados de sobReViVencia 
espeRmática según el RepRoductoR 

utilizado

En cuanto a la sobrevivencia espermática según el 

reproductor se obtuvieron los siguientes resulta-

dos promedio: reproductor (1) 36,6%; (2) 21,7%; (3) 

32,2% y (4) 32,3%. Encontrando diferencia signifi-

cativa	(p	≤	0.0001).	El	reproductor	número	uno,	no	

presentó diferencia significativa con los reproducto-

res tres y cuatro, pero sí con el dos; el reproductor 

dos presentó diferencia significativa con los demás; 

el reproductor tres no presentó diferencia significa-

tiva con el uno y el cuatro, pero sí con el dos; y el 

reproductor cuatro, no presentó diferencia significa-

tiva con el uno y el tres, pero sí con el reproductor 

número dos (Gráfica 4).
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gRáfica 4. pRomedio de sobReViVencia espemática según el RepRoductoR utilizado en el estudio de la 

asociación    l-glutamina + etilenglicol
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R= Reproductor Utilizado. * Los análisis estadísticos realizados demostraron una diferencia significativa entre los reproductores, 
en	cuanto	a	sobrevivencia	espermática.	(P	≤	0.0001)

discusión

Los resultados del espermiograma de los cuatro re-

productores al momento de la colecta, arrojaron va-

lores seminales normales, teniendo en cuenta que 

para los equinos, el volumen sin gel varía entre 20 

– 60 ml, dependiendo del reproductor y el número 

de colectas que se realicen por semana; el porcen-

taje de motilidad se encuentra entre 60 – 80% y la 

concentración oscila entre los 170 – 300 millones de 

espermatozoides (Palma, 2001). Los reproductores 

no mostraron problemas en cuanto a la criopreser-

vación de su material seminal. La variabilidad en 

los resultados se debe a que en la especie equina al-

gunos ejemplares muestran mayor sensibilidad a la 

criopreservación seminal (Alvarenga, 2003). 

Existen diferentes estudios comparativos entre el 

Etilenglicol y el Glicerol; Alvarenga et al., (2000) rea-

lizaron un estudio en el que compararon el Etilengli-

col al 5%, al 10% y el Glicerol al 5%, encontrando re-

sultados de motilidad progresiva de 36,5%, 29,25% 

y 34,5%, respectivamente. Otro estudio realizado por 

Mantovani (2002) arrojó resultados de motilidad de 

47,9% para el Glicerol al 3% y 44,3% para el Etilen-

glicol al 3%. Como se puede ver en estos trabajos la 

diferencia no es significativa, pero existen mejores 

tendencias de uno sobre otro. En este estudio, no se 

encontró diferencia significativa entre los protocolos 

utilizados, sin embargo, al momento de la descon-

gelación, el protocolo Glicerol al 2,5%, presentó la 

mayor motilidad progresiva promedio (30,8%), se-

guido por el protocolo propuesto L-glutamina 80mM 

+ Etilenglicol 2,5%, que presentó una motilidad 

de 29,6%. A pesar de esto, el protocolo Etilenglicol 

2,5%, mostró el comportamiento más homogéneo 

a través del tiempo, obteniendo la media más alta 

en la evaluación a los sesenta minutos postdescon-

gelación. El glicerol al presentar la media más alta 

de motilidad progresiva y sobrevivencia espermáti-

ca respecto a los demás protocolos, demuestra que 

la curva de congelación prolongada utilizada en el 

trabajo no es favorable para el etilenglicol, que por 

su fácil penetración celular y congelación rápida, al 

utilizar curvas de congelación largas se van a ejercer 

más efectos tóxicos sobre la célula que los ejercidos 

por el glicerol; ya que al dejarlo mucho tiempo ex-

puesto, empieza a producir alteraciones celulares. 
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Es posible que al utilizar curvas de congelación más 

cortas, disminuyendo el tiempo de exposición a va-

pores de nitrógeno líquido, se obtengan mejores re-

sultados con el etilenglicol. Por su parte, el glicerol 

a pesar de los efectos nocivos que ejerce sobre la cé-

lula; al penetrar más lentamente no alcanza a ejercer 

tanto daño como el etilenglicol.

La L-glutamina fue estudiada por Trimeche (1996) 

quien encontró valores de motilidad progresiva de 

27,6% ± 5.0, empleando la asociación de L-gluta-

mina a 80 mM + Glicerol al 4%; como un agente 

sinergista en la criopreservación de semen equino, 

que actúa de manera extracelular ofreciendo protec-

ción a la célula. Además Trimeche (1999) utilizó la 

L-glutamina 80mM en el medio INRA 82, obteniendo 

resultados de motilidad progresiva a diferentes tiem-

pos (0-60-120 minutos) de 35,9% ± 3,9; 36,1%± 3,7; 

y 36,5% ± 3,5. 

A pesar de que los resultados obtenidos con la aso-

ciación L-glutamina + Etilenglicol no difieren de for-

ma marcada con los que arrojó el protocolo Glicerol 

2,5%; en términos generales, no se pudo resaltar el 

efecto de la L-glutamina como sinergista en la crio-

preservación de semen en la especie equina. 

Los resultados obtenidos no fueron los esperados, 

hecho que pudo ser debido a la curva de congelación 

utilizada y a las condiciones de transporte del mate-

rial seminal, al laboratorio de congelación; en conse-

cuencia, no se puede afirmar que estos protocolos no 

tuvieron el efecto planteado. Lo ideal sería realizar 

todo el procedimiento de criopreservación seminal 

en un mismo lugar, para evitar alteraciones en los 

espermatozoides ejercidas por inestabilidad de la 

temperatura y variaciones en el tiempo de transpor-

te. Además es recomendable que se realicen otras 

curvas de congelación, disminuyendo el tiempo de 

exposición a vapores de nitrógeno y otros procesos 

de evaluación como morfología espermática, inte-

gridad de membrana acrosómica y porcentajes de 

preñez con los diferentes protocolos utilizados; ya 

que sólo la motilidad progresiva no es indicativa del 

factor fecundante.

conclusiones

No se logró demostrar el efecto benéfico de la L-

glutamina, como sinergista en la criopreservación de 

semen equino y tampoco las mejores condiciones del 

Etilenglicol sobre el Glicerol, a pesar de su bajo peso 

molecular y mejor penetración celular.

Al asociar la L-glutamina 80mM con el Etilenglicol 

2,5%, se obtienen mejores resultados en cuanto a 

motilidad progresiva y sobrevivencia espermática, 

respecto al Etilenglicol solo.

La curva de congelación utilizada no favorece el des-

empeño del Etilenglicol, en la criopreservación de 

semen equino. Se debe reducir el tiempo de expo-

sición a vapores de nitrógeno, según protocolos ya 

establecidos.

El protocolo Etilenglicol 2,5%, presenta resultados 

homogéneos a través del tiempo postdescongelación, 

ofreciendo un medio más adecuado para los esper-

matozoides, una vez descongelados.

Recomendaciones

Realizar todo el proceso de congelación de semen 

equino en un solo sitio, desde la colecta del semen 

hasta la congelación del mismo, para evitar alteracio-

nes que se pueden presentar durante su transporte, 

como la variabilidad de la temperatura y el tiempo 

de transporte que está sujeto a múltiples cambios 

ajenos a los operarios.

Utilizar curvas de congelación cortas, reduciendo el 

tiempo de exposición a vapores de nitrógeno líquido, 

para mejorar los resultados del etilenglicol sobre el 

glicerol; ya que por la rápida penetración celular que 
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posee el etilenglicol su congelación será más rápida 

y, por lo tanto, las curvas de congelación prolonga-

das lo que van a provocar es un mayor efecto nocivo 

sobre la célula.

Contribuir al avance de la criopreservación de semen 

equino, por medio de la utilización de crioprotecto-

res alternativos con menos toxicidad como las amidas 

(metil-formamida, dimetil-formamida y acetamida).

Utilizar pajillas de 0,5 ml que permiten una conge-

lación más uniforme de las células espermáticas y 

se va a aprovechar al máximo el semen, utilizando 

dosis menores y así obteniendo un mayor número de 

yeguas inseminadas.

Analizar la integridad celular postdescongelación 

con métodos más avanzados, como microscopía 

electrónica, coloraciones supravitales, filtros de fibra 

de vidrio y coloraciones fluorescentes, para evaluar 

viabilidad celular, alteraciones morfológicas e inte-

gridad de la membrana acrosómica.
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