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I. RESUMEN/ABSTRACT

Existe una gran variedad de técnicas de reproducción asistida que han experimentado una 

notable evolución a lo largo de las dos últimas décadas. A pesar de ello, en la especie equina la 

fecundación in vitro (FIV) convencional sigue sin poder utilizarse comercialmente debido, 

esencialmente, a tres problemas: la obtención de ovocitos, el endurecimiento de la zona 

pelúcida durante la maduración del ovocito y la capacitación espermática. Como alternativa a la 

FIV convencional, se ha desarrollado la microinyección intracitoplasmática de espermatozoides 

(ICSI) que elude las barreras de la FIV, pero supone un gran desembolso económico. La 

reproducción equina sigue progresando y perfeccionándose hoy en día; se espera que la FIV 

convencional avance, para ofrecer una técnica de producción de embriones in vitro (PEIV) más 

económica y accesible para un mayor número de propietarios equinos. 

 

There is a wide variety of assisted reproduction techniques that have experienced notable 

evolution over the last two decades. Despite this, in the equine species, conventional in vitro 

fertilization (IVF) still cannot be used commercially due, essentially, to three problems: obtaining 

oocytes, hardening of the zona pellucida during oocyte maturation and spermatic capacitation. 

As an alternative to conventional IVF, intracytoplasmic sperm injection (ICSI) has been 

developed, which circumvents the barriers of IVF, but involves a large financial outlay. Equine 

reproduction continues to progress and be perfected today; conventional IVF is expected to 

advance, to offer a more affordable and accessible in vitro embryo production (IVEP) technique 

to a greater number of equine owners. 
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II. INTRODUCCIÓN

A. TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN ASISTIDA 

La biotecnología de la reproducción comprende una serie de técnicas que permiten aumentar 

la eficiencia reproductiva y los índices de mejora genética. Contribuye de este modo a 

desarrollar la producción del sector ganadero, conservar las especies en peligro de extinción, 

incrementar la multiplicación y el transporte de material genético, así como, almacenar recursos 

genéticos únicos para su posible futura utilización (Gonzáles-Figueroa y Gonzáles, 2005). 

Algunas de estas técnicas son las siguientes:  

- Inseminación artificial (IA): aplicación de los espermatozoides en el tracto genital de una 

hembra en el momento adecuado para que se produzca la fecundación del ovocito. 

Puede utilizarse semen fresco, refrigerado o congelado; en los dos últimos se procesan 

y añaden diluyentes. La inseminación puede ser cervical (superficial, media o profunda) 

o intrauterina (en el cuerpo o cuernos); la técnica a emplear varía según la especie y el 

tipo de semen utilizado (Giraldo, 2007). 

- Transferencia de embriones (TE): recolección de un embrión mediante un lavado del 

útero de una hembra donante. El embrión obtenido se transfiere, de manera quirúrgica 

o no quirúrgica, al útero de una receptora sincronizada previamente con la donadora 

(Ángel y Bran, 2010). 

- Fecundación in vitro (FIV): incubación de ovocitos maduros con espermatozoides en una 

placa de Petri con un medio que permitirá la capacitación espermática y la posterior 

fecundación del ovocito para producir embriones in vitro (Leemans et al., 2019). 

- Microinyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI): técnica de 

micromanipulación que permite la fecundación in vitro mediante la inyección de un 

espermatozoide en el citoplasma de un ovocito en metafase II (Palermo et al., 1992). 

B. ANATOMÍA REPRODUCTIVA DE LOS ÉQUIDOS 

1. Anatomía reproductiva del caballo 

El aparato reproductor del caballo está compuesto por testículos, epidídimos, conductos 

deferentes, pene, y glándulas sexuales accesorias (Amann, 1981; Acosta, 1997; Brito, 2007; 

Trejos, 2009; Ortega, 2011; Brinsko et al., 2011) (Fig. 1). 

- Testículos: órganos ovoides que se encuentran en posición horizontal en la región inguinal 

y están recubiertos por el escroto. Se encargan de la producción de gametos y hormonas 

sexuales masculinas. Su tamaño varía según la raza, edad y época del año. El gameto 
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masculino es el espermatozoide, este consta de cabeza, cuello y cola, está completamente 

cubierto por una membrana plasmática. La cabeza del espermatozoide está formada por el 

acrosoma que cubre los dos tercios anteriores del núcleo, la lámina postacrosomal que 

cubre el resto del núcleo y el núcleo encerrado dentro de una membrana de doble capa. El 

engrosamiento de la membrana nuclear forma la placa basal en la base del núcleo, que une 

la cabeza al capitulum del cuello. La membrana plasmática está compuesta 

fundamentalmente por lípidos (fosfolípidos y colesterol) y proteínas; su composición lipídica 

está correlacionada con la tolerancia al shock por frío, cuanto mayor sea la proporción de 

esteroles en relación con los fosfolípidos mayor tolerancia a los procesos de congelación-

descongelación. En el cuello se observan columnas segmentadas y el centríolo proximal. La 

cola se divide en pieza intermedia, pieza principal y pieza final. El axonema se extiende a lo 

largo de toda la cola y está formado por nueve dobletes de microtúbulos dispuestos 

alrededor de un par central de microtúbulos. 

- Epidídimos: se dividen en cabeza, cuerpo y cola. La cabeza está íntimamente unida a la cara 

dorsal anterior del testículo y el cuerpo continúa a lo largo de la parte posterior del testículo 

hasta la cola. Su función es la maduración, transporte y almacenamiento de los 

espermatozoides. 

- Conductos deferentes: se inician en el epidídimo y ascienden dorsales a la vejiga unidos por 

el pliegue genital, para proyectarse caudalmente hacia la uretra pélvica, lugar en el que 

desembocan. Su calibre aumenta debido al engrosamiento de su pared a la altura de las 

ampollas, que permite el almacenamiento de los espermatozoides. 

- Pene: constituido por base, tronco y glande. Es de tipo musculocavernoso y está compuesto 

principalmente por tejido eréctil formando los cuerpos cavernosos. A lo largo del tejido 

existen senos venosos en los que se acumula sangre durante la erección, lo que provoca un 

aumento del tamaño del pene muy marcado. El glande del pene está compuesto por tejido 

esponjoso, denominándose la parte más craneal cabeza del pene. Esta zona está delimitada 

, continuándose caudalmente con el 

cuello del glande . 
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- Glándulas sexuales accesorias: las glándulas vesiculares se encuentran a ambos lados de las 

ampollas, tienen forma de saco y desembocan en 

la uretra pélvica. Caudal a estas se localiza la 

próstata, glándula impar con dos lóbulos bien 

diferenciados que convergen en una parte central. 

Desemboca a ambos lados del colículo seminal 

(punto de unión entre el conducto eyaculador y la 

uretra). Las glándulas bulbouretrales se localizan a 

ambos lados de la parte más caudal de la uretra 

pélvica, son algo alargadas y poseen una envoltura 

muscular (músculo bulbo-glandular). Su principal 

función es la producción de plasma seminal. 

2. Anatomía reproductiva de la yegua 

La yegua es una hembra monotoca estacional de días largos, es decir, ovula exclusivamente un 

ovocito por cada ciclo estral y lo hace cíclicamente durante la primavera y el verano. El ciclo 

estral dura entra 20 a 22 días (proestro 2-4 d, estro 4-8 d, metaestro 2-3 d, diestro 12-15 d). La 

ovulación se produce 24-48 h antes del fin del celo. La gestación dura de 330 a 335 días (Salazar, 

2016). El aparato reproductor de la yegua está compuesto por dos ovarios junto con los 

oviductos, útero, vestíbulo, vagina y labios vulvares (Senger, 2003; Davies, 2008; Desantis et al., 

2011; Salazar, 2016; Cortes, 2020) (Fig. 2). 

Figura 2. Aparato reproductor de la 

yegua (Maitan et al., 2021b) 

Figura 1. Glándulas sexuales 
accesorias del caballo (vista dorsal) 
(Brinsko et al., 2011) 

(a) Útero, (b) ovarios y (c) oviducto. El 
oviducto consta de (1) infundíbulo, (2) 
ampolla, (3) unión ampollar-ístmica, (4) 
istmo y (5) unión útero-tubárica (UTJ). (A) y 
(C) son imágenes histológicas de la ampolla y 
del istmo respectivamente. 
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- Ovarios: órganos con función citogénica y endocrina. Están envueltos por una bolsa ovárica 

y son de un tamaño considerable (35-120 cm3). Presentan un borde mesovárico relacionado 

con el pedículo vasculonervioso y el ligamento suspensor del ovario, y un borde libre donde 

se halla la fosa del ovario (lugar donde se produce la ovulación). La corteza y médula se 

encuentran invertidas con respecto a otras especies. La unidad funcional del ovario son los 

folículos. En su interior se hayan los ovocitos inmaduros (ovogonias, 2n=46) que mediante 

la foliculogénesis se transforman en ovocitos secundarios que podrán ser fecundados. 

Durante dicho proceso los ovocitos y los folículos aumentan de tamaño, al rodearse de un 

mayor número de capas celulares; se producen también las diferentes etapas de la meiosis 

del ovocito. El ovocito secundario (n=23) se encuentra en un folículo preovulatorio o de 

Graaf rodeado por células epiteliales que se diferencian en células secretoras de líquido 

folicular; el líquido llena la cavidad que rodea al ovocito y produce un aumento de tamaño 

del folículo. Las células epiteliales que rodean al folículo se organizan en la membrana de la 

teca externa e interna y la capa granulosa (más interna). El ovocito se encuentra unido 

internamente al folículo sobre un montículo de células foliculares llamado cumulus 

oophorus o cúmulo ovígero (función protectora, nutricional y reguladora de la maduración 

ovocitaria). Consta de una membrana plasmática u oolema y está rodeado por una matriz 

glicoproteica implicada en el reconocimiento espermático y bloqueo de la poliespermia, la 

zona pelúcida (ZP); también está rodeado por la corona radiada. Los folículos continúan 

desarrollándose y se denominan folículos de Graaf (Fig.3). 

 

Figura 3. Folículo de Graaf equino y representación esquemática del desarrollo folicular dentro 

del ovario, respectivamente (Davies, 2008) 

- Oviducto: son estructuras músculomembranosas cuya función es el transporte del ovocito y 

es donde tiene lugar la capacitación espermática y la fecundación. Está suspendido en el 

mesosálpinx, y se puede dividir en cuatro regiones anatómicas y funcionalmente diferentes: 
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infundíbulo, ampolla, istmo y unión útero-tubárica (porción estrecha que conecta con el 

cuerno uterino). 

- Útero: órgano glandular donde se desarrolla la gestación. Tiene una estructura bicorne no 

segmentada en forma de T, con cuernos uterinos cortos y un cuerpo relativamente largo. Se 

continúa caudalmente con el cérvix que es relativamente corto, y tiene pliegues 

longitudinales y sin anillos cartilaginosos como en otras especies domésticas. 

- Vagina y labios vulvares: mide 18 a 23 cm de largo y tiene un diámetro de 10-15 cm. Se 

continúa con el vestíbulo de la vagina, zona donde desemboca la uretra en su orificio 

externo. Los labios vulvares presentan una comisura ventral y una dorsal. 

C. FECUNDACIÓN IN VIVO 

En la yegua, el eyaculado es depositado en el cuerpo uterino y los espermatozoides deben 

alcanzar el oviducto y llegar a la unión útero-tubárica (UTJ), para que se produzca la fecundación 

en la unión entre la ampolla y el istmo (Maitan et al., 2021b). Los espermatozoides son 

transportados hacia el oviducto como resultado principalmente de las contracciones uterinas 

(transporte pasivo). Los primeros espermatozoides pueden observarse en el oviducto a las 2 h 

tras la inseminación, aunque la mayoría de ellos alcanzan dicha posición 4 h después de la 

inseminación (Bader, 1982; Brinsko, Varner y Blanchard, 1991). 

Existen varios mecanismos que ayudan a eliminar la posible contaminación y los 

espermatozoides redundantes del útero. En primer lugar, las contracciones del miometrio 

expulsarán mecánicamente los espermatozoides a través del cuello uterino (Troedsson et al., 

1998). En segundo lugar, la entrada de neutrófilos polimorfonucleares (PMN) en la luz uterina 

permite la fagocitosis de los mismos (Kotilainen, Huhtinen y Katila, 1994). Si bien esta respuesta 

inflamatoria es perjudicial para todos los espermatozoides que se transportan a través de la luz 

uterina, los espermatozoides muertos son más susceptibles a ella. En el plasma seminal existen 

factores protectores como CRISP-3 (proteína secretora rica en cisteína 3) que inducen una 

marcada reducción en la unión entre los espermatozoides viables y los PMN, facilitando el 

ascenso (Doty et al., 2011). 

Una vez en el oviducto, los espermatozoides establecen un reservorio en el istmo al unirse a las 

células del epitelio (Maitan et al., 2021b). Dicho reservorio selecciona espermatozoides 

morfológicamente normales con motilidad progresiva y que expresen ciertas proteínas de unión 

al ovocito (Boyle et al., 1987; Scott y Overstreet, 1998; Scott, 2000). Además, es capaz de 

prolongar el período de viabilidad espermática, hecho importante ya que generalmente el 

momento de inseminación y ovulación no están sincronizados. Los espermatozoides unidos a 

las células del istmo se ubican en las criptas de los pliegues oviductales; mientras que los 
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espermatozoides con membrana alterada y escasa viabilidad se ubican en la luz del oviducto 

siendo arrastrados por el fluido oviductal (Maitan et al., 2021b). 

No se ha descrito completamente el ambiente oviductal, pero se sabe que la luz de la ampolla 

en el periodo periovulatorio contiene un entorno esencial para que los espermatozoides sean 

capaces de fecundar al ovocito (Maitan et al., 2021b). 

Cuando los espermatozoides se exponen a ciertas moléculas presentes en el fluido oviductal 

ovulatorio (bicarbonato, albúmina, progesterona) se inducen varios cambios moleculares y 

bioquímicos en la membrana plasmática y en el citoplasma del espermatozoide que se conocen 

como capacitación. Este proceso es imprescindible para que los espermatozoides adquieran la 

capacidad fecundante. Las elevadas concentraciones de bicarbonato en el oviducto producen 

un aumento del mismo a nivel citoplasmático del espermatozoide. A nivel de la membrana 

plasmática desencadena un incremento de la fluidez, la reorganización de los fosfolípidos 

(Visconti et al., 1995; Gadella y Harrison, 2002) y la unión de rafts lipídicos en la cabeza del 

espermatozoide (Leemans et al., 2019). A diferencia de lo que ocurre en otras especies, en los 

espermatozoides equinos no se produce un agotamiento del colesterol plasmático (Maitan et 

al., 2021a). Por otro lado, la entrada de bicarbonato provoca la fosforilación en los residuos de 

tirosina de las proteínas de la cola del espermatozoide, así como un aumento en las 

concentraciones de Ca2+ (Leemans et al., 2019; Fernández, 2023). 

Estos eventos permiten el cambio de motilidad progresiva a una hiperactivación espermática. 

Todo ello es indispensable para que los espermatozoides migren a través del medio oviductal 

viscoso y penetren entre las células del cumulus (Leemans et al., 2019). En el caso de la entrada 

de espermatozoides en el periodo preovulatorio, los factores de decapacitación derivados 

principalmente del plasma seminal evitan una capacitación prematura (Arienti et al., 1998; 

Sostaric et al., 2008). 

Cuando el espermatozoide capacitado e hiperactivo se encuentra con el complejo cumulus-

ovocito (CCO) se une a él y se produce la reacción acrosómica (RA). Esta consiste en la fusión de 

la membrana plasmática y la membrana acrosomal externa del espermatozoide en múltiples 

puntos, lo que desencadena la liberación del contenido del acrosoma (enzimas hidrolíticas) que 

le permiten atravesar las células del cumulus y la ZP, accediendo así al espacio perivitelino 

(Roggero et al., 2007; Maitan et al., 2021b). Cuando el espermatozoide contacta con el ovocito 

se reanuda la meiosis II, se produce la fusión entre el oolema y la membrana del segmento 

ecuatorial del espermatozoide, permitiendo la recombinación del material genético de ambos 

gametos y, por tanto, la fecundación. Los factores responsables de la RA son el Ca2+ extracelular 

que entra al citoplasma del espermatozoide, la progesterona presente en el líquido folicular y la 

glicoproteína 3 de la ZP presente en los ovocitos maduros (Leemans et al., 2019) (Fig. 4). 
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Figura 4. Vías involucradas en la capacitación espermática (Leemans et al., 2019) 

Cuando los espermatozoides experimentan capacitación, ocurren los siguientes cambios: (1) aumento de 

la fluidez de la membrana, (2) agotamiento del colesterol (posteriormente se descubrió que no ocurre en 

equino), (3) agregación de receptores de balsas lipídicas, (4) fosforilación de proteína tirosina, (5) 

motilidad hiperactivada y (6) la RA. PTK, proteína tirosina quinasa; ROS, especies reactivas de oxígeno; 

 

III. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

Las técnicas de reproducción asistida engloban todas aquellas herramientas y procesos 

tecnológicos que el veterinario aplica de manera directa o indirecta sobre la reproducción. 

Implican, por tanto, la manipulación de ovocitos, espermatozoides y embriones con el objetivo 

de lograr una cría viable. Algunas de estas técnicas son la inseminación artificial, la fecundación 

in vitro y la transferencia de embriones. 

A diferencia de lo que ocurre en otras especies domésticas, en la especie equina, las técnicas de 

reproducción asistida se han desarrollado lentamente debido a ciertas dificultades que existen 

a la hora de obtener el material necesario, como ovarios y ovocitos, o inducir la superovulación 

en la yegua. Sin embargo, permiten realizar inseminaciones con semen de caballos que se 

encuentran a kilómetros de distancia, utilizar animales de avanzada edad con un buen historial 

reproductivo o animales de alta competición, etc. 

Por ello, los objetivos propuestos son: 

- Analizar los problemas que existen en la fecundación in vitro en la especie equina. 

- Conocer el estado actual de la microinyección intracitoplasmática como técnica 

alternativa a la FIV en caballos. 
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IV. METODOLOGÍA

Para la realización y redacción de este trabajo se ha llevado a cabo una búsqueda de bibliografía 

de las fuentes y plataformas utilizadas han sido Alcorze, PubMed, Google Académico y 

ScienceDirect. Para ello se han utilizado los términos clave que se observan en la Tabla 1, 

realizándose una búsqueda en inglés para obtener la mayor información posible. Para elegir y 

filtrar esta información se han seguido diferentes criterios como la actualidad de ésta, el número 

de citaciones que posee o si la información se ajustaba a la búsqueda. 

Tabla 1. Resultados obtenidos en función de las palabras clave utilizadas en los distintos 

buscadores 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN (DESARROLLO)

A. LA FECUNDACIÓN IN VITRO (FIV) 

1. ¿Qué es? ¿Qué uso tiene? 

La FIV es la coincubación de espermatozoides y un ovocito 

maduro en un medio que desencadenará la capacitación y 

que favorece, por tanto, la fecundación (Fig. 5). Tras este 

proceso, se forma el zigoto que comienza su desarrollo 

hasta la etapa de mórula o blastocisto, momento en el cual 

son transferidos al útero o se crioconservan (Sansinena, 

2020; Rooney, 2020). En esta técnica, la maduración de 

ovocitos y la capacitación de los espermatozoides también 

pueden ser realizadas in vitro (Hisey, Ross y Meyers, 2021). 

 

 

La FIV se emplea para producir embriones (Leemans et al., 2016a), y su principal finalidad es 

incrementar la eficiencia reproductiva en animales de gran valor genético y comercial y, en 

ciertos casos, resolver los problemas de fertilidad de hembras y machos (Ramírez y Suarez, 

2021). Favorece también la generación y el almacenamiento de genética de gran valor fuera de 

la temporada de reproducción; o la planificación de un programa de reproducción entorno a un 

periodo de competición. Por otro lado, esta técnica podría optimizar las escasas reservas de 

semen congelado que puedan poseer los propietarios de yeguas. Todo ello, la convierte en una 

técnica comercialmente atractiva con gran interés a nivel mundial (Morris, 2018). 

Esta técnica se implementó por primera vez en el ganado vacuno, tiempo antes de intentar ser 

adaptada a los programas de cría caballar (Bracket et al., 1982). Frente a los grandes avances 

reproductivos logrados en la especie bovina, en la especie equina no existía un protocolo 

estandarizado de esta técnica reproductiva hasta ahora (Felix et al., 2022). Anteriormente, 

cuando se alcanzaba la fecundación, la eficiencia era muy baja, solo se obtenía un 32 % de 

embriones fecundados tras la incubación de ovocitos madurados in vitro con semen congelado 

tratado con heparina (Moros-Nicolás et al., 2019). 

Figura 5. El procedimiento de FIV bovina 
(Jainudeen, Wahid yHafez, 2013) 
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2. Problemática de la FIV en la especie equina

A pesar de los numerosos estudios realizados, la FIV sigue siendo una técnica de acceso limitado 

y escaso éxito, debido a diferentes problemas u obstáculos que se presentan a lo largo del 

proceso (Ramírez y Suarez, 2021). 

a) Obtención de ovocitos 

Los mataderos son uno de los lugares de suministro de ovarios y, por tanto, de ovocitos. Estas 

muestras presentan una evidente falta de repetibilidad, y la información sobre la etapa del ciclo 

en la que se encuentran, así como de su historial reproductivo, es escasa. Además, existe un 

largo periodo de tiempo entre la recogida y la colocación en el medio de lavado de los ovocitos, 

lo que puede afectar su calidad (Deleuze et al., 2010). Mediante este procedimiento se obtienen 

ovocitos inmaduros, que será necesario madurar posteriormente in vitro. Una técnica 

alternativa es la aspiración folicular guiada por ecografía transvaginal (TVA), pero debido a la 

estrecha unión del ovocito a la pared del folículo, deriva en una baja tasa de recuperación y en 

la obtención principalmente de ovocitos de folículos atrésicos (Dell'Aquila et al., 2001). La 

disponibilidad de ovocitos para estudio es limitada, a diferencia de lo que ocurre en otras 

especies (bovinos y porcinos) (Sirard, 2018); lo que dificulta el desarrollo de la técnica debido a 

la falta de material de estudio (Mugnier et al., 2009). 

Por otra parte, los tratamientos de superovulación no son muy eficaces en la yegua (Dippert et 

al., 1994; Bezard et al., 1995; Alvarenga et al., 2001), ya que no se dispone de un producto 

hormonal que induzca de forma fiable las ovulaciones múltiples (Squires, 2006), lo que reduce 

aún más la cantidad de ovocitos disponibles en la aspiración ecoguiada (Deleuze et al., 2010). 

Debido a la disponibilidad limitada de ovocitos equinos, los investigadores han estudiado el 

potencial de combinar núcleos de células somáticas equinas con ovocitos de otras especies 

(ovocitos heterólogos) para producir embriones con fines de investigación, lo que no ha tenido 

gran éxito hasta la fecha (Sessions-Bresnahan, Graham y Carnevale, 2014; Hisey, Ross y Meyers, 

2021). 

b) La zona pelúcida (ZP) 

En el caso de la especie equina, la mayoría de los ovocitos son obtenidos inmaduros, por lo que 

será necesario madurarlos in vitro. Si se realiza este procedimiento en el laboratorio, la ZP de 

los ovocitos equinos se endurece, actuando como una barrera para los espermatozoides (Li et 

al., 1995). Para solventar este problema, Li et al. (1995) analizaron los resultados de la FIV tras 

la perforación zonal de la ZP para permitir el paso de los espermatozoides. Esta técnica fue 

utilizada previamente en otros animales de laboratorio para mejorar los resultados de la FIV, 
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pero produjo un grave daño al ovocito equino y optaron por usar una solución ácida para 

perforar la ZP de los ovocitos. Para ello, se realizó un cocultivo con espermatozoides tratados 

previamente con ionóforo de calcio, para que se produjese una correcta capacitación y 

fecundasen al ovocito. Se logró una tasa de escisión embrionaria entre el 79 % (mórula) y el                 

45,5 % (blastocisto). Los investigadores llegaron a la conclusión de que la perforación del ovocito 

y la utilización de espermatozoides tratados con ionóforo de calcio eran necesarios para lograr 

una correcta fecundación. A pesar de estos resultados, las tasas reales de gestación y los 

nacimientos de potros sanos fueron notablemente bajos (Li et al., 1995). 

Posteriormente, diferentes autores (Hinrichs et al., 2002; Leemans et al., 2016a) estudiaron el 

efecto de la eliminación parcial o total de la ZP, pero las altas tasas de polispermia hicieron que 

no fuera una opción viable para resolver el problema de la FIV. 

Más tarde, Hinrichs et al. (2002) descubrieron que las inadecuadas condiciones durante la 

maduración ovocitaria puede desencadenar la liberación prematura de gránulos corticales y 

producir un endurecimiento de la ZP. También observaron que al añadir fetuina (proteína que 

detiene el endurecimiento de la ZP en los ovocitos de ratón) al medio, el endurecimiento de la 

ZP de los ovocitos equinos disminuía; sin embargo, las tasas de fecundación no aumentaban. 

Sin embargo, Leemans et al. (2016a) indicaron que era poco probable que el fracaso de la FIV 

fuese debido al endurecimiento de la ZP ya que, los ovocitos madurados in vitro transferidos al 

oviducto de una yegua inseminada lograban tasas de concepción similares a las de la 

inseminación artificial convencional. Este hallazgo indica que los ovocitos madurados in vitro 

tienen la capacidad de ser fecundados correctamente (Hinrichs et al., 2002). 

c) Capacitación espermática 

La capacitación de los espermatozoides de los sementales en condiciones in vitro es inadecuada 

y supone, según diferentes autores (Tremoleda et al., 2004; Sessions-Bresnahan, Graham y 

Carnevale, 2014; Leemans et al., 2016a; Leemans et al., 2019), el principal obstáculo que dificulta 

el desarrollo de un protocolo eficaz de FIV equina. La inadecuada capacitación obstaculiza la 

correcta penetración de las células del cumulus y la ZP in vitro (Tremoleda et al., 2004) y produce, 

por tanto, bajas tasas de fecundación (Moros-Nicolás et al., 2019). En concreto, los 

espermatozoides se unen a la ZP, pero no inician la RA ya que no logran alcanzar el espacio 

perivitelino (Maitan et al., 2021b). 

El fracaso de la penetración de los espermatozoides se relaciona con la ausencia de medios de 

fecundación in vitro óptimos que contengan moléculas esenciales para desencadenar la 

capacitación de los espermatozoides de los sementales (Maitan et al., 2021b). Leemans et al. 

(2019) describieron que ciertos factores que inducen la capacitación en otras especies de 
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mamíferos no están involucrados en la capacitación de los espermatozoides equinos. A pesar de 

ello, se han identificado desencadenantes de la capacitación (biológicos y químicos) que facilitan 

la fosforilación de tirosina de proteínas (asociada a la cola) y la hiperactivación de los 

espermatozoides (Leemans et al., 2019). Los factores inductores de la capacitación no 

identificados probablemente estén presentes en el líquido folicular y/u oviductal y deberían 

identificarse para diseñar un posible medio de capacitación que sea eficaz para realizar la FIV 

con gametos equinos (Leemans et al., 2016b; Maitan et al., 2021b). 

Por otra parte, el largo período de preincubación necesario para lograr la capacitación puede 

suponer otra barrera para la FIV debido a que es difícil mantener la motilidad de los 

espermatozoides equinos en cultivo durante tanto tiempo (Felix et al., 2022). 

Diferentes estudios (Consuegra et al., 2020; Sinowatz et al., 2003; Sessions-Bresnahan et al., 

2014) han demostrado que los espermatozoides de caballo tienen la capacidad de penetrar la 

ZP de los ovocitos bovinos (heterólogos) in vitro con la posterior formación de pronúcleos y 

escisión celular. Este hecho demuestra que las modificaciones de la ZP postovulatoria no pueden 

excluirse como una barrera para la FIV y, por tanto, es difícil confirmar cuál de los dos gametos 

es el principal responsable del fracaso de la FIV (Maitan et al., 2021b). 

3. Procedimiento de FIV 

a) Obtención del material 

(1) Ovocitos 

Los ovocitos pueden obtenerse mediante diferentes técnicas, por ejemplo, la aspiración folicular 

u Ovum  (OPU) y el procesado de ovarios de matadero (Brinsko et al., 2011). 

La OPU se realiza con la yegua sedada en estación. Puede realizarse de forma transvaginal 

mediante una sonda ecográfica se coloca en un soporte especial que tiene una guía para 

introducir una aguja de punción (Fig. 6). Dicha sonda se posiciona en la vagina de la yegua; el 

ovario se sujeta por el recto y se manipula para llevarlo al lado peritoneal de la pared vaginal. Se 

introduce una aguja (calibre 12) a través de la pared vaginal hacia el folículo y se aspira el 

contenido de este. Si el folículo es inmaduro, es necesario colapsarlo y raspar repetidamente la 

pared con la aguja para desprender las células de la granulosa (Hinrichs, 2018). El lavado del 

folículo aumenta la tasa de recuperación de ovocitos (Gaetano et al., 2005). Otro protocolo sería 

la aspiración a través del flanco únicamente el folículo que va a ovular, aunque es menos 

eficiente y requiere una estimulación hormonal previa de la yegua mediante gonadotropinas 

(Hinrichs, 2018). 
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Figura 6. Dispositivo de aspiración transvaginal de ovocitos 

(Baca y Miragaya, 2015). 

 

La OPU conlleva una serie de riesgos: desgarro rectal debido a la palpación transrectal, 

hemorragia interna (Vanderwall y Woods, 2002), infección ovárica (p.e. absceso ovárico), 

peritonitis, reacciones adversas a los medicamentos (p.e. analgésicos o antibióticos) o incluso la 

muerte (Bøgh et al., 2003; Velez et al., 2012). Según varios estudios (Vanderwall y Woods, 2002; 

Gaetano et al., 2005; Vanderwall, Hyde y Woods, 2006), no existe una disminución de la 

fertilidad tras la repetición de esta técnica. 

El procesado de ovarios de matadero consiste en abrir mediante una hoja de bisturí los folículos 

y raspar las células de la granulosa con una cureta. Posteriormente, se lava el folículo con un 

medio específico en una placa de Petri; y el ovocito se encontrará junto a las células de la 

granulosa (Brinsko et al., 2011). Una vez todos los folículos visibles se han procesado, se cortan 

los ovarios en láminas de aproximadamente 3 mm (para abrir los folículos que se encuentren en 

el parénquima) y se repite el procedimiento anterior. Por último, los ovocitos se seleccionan y 

deben transferirse a una placa de Petri que contenga medio limpio (Hinrichs, 2010). 

Los ovarios obtenidos del matadero deben enviarse lo más rápido posible al laboratorio ya que 

los mejores resultados se obtienen si los ovarios se reciben dentro de las 6 h posteriores al 

sacrificio de la yegua. Tras su extracción, los ovarios no deben refrigerarse si el tiempo de 

transporte es inferior a 2 h, deben mantenerse a temperatura corporal (37 °C). Si el tiempo de 

transporte es superior, los ovarios deben mantenerse a 20 °C (Hinrichs, 2010). 

(2) Espermatozoides 

Para la recogida de semen se utiliza una vagina artificial (VA). Existe una gran variedad de 

modelos (Missouri, japonesa, Colorado, CSU, polaca) que tratan de imitar las condiciones de 

temperatura y presión de la vagina de la yegua (estímulos necesarios para provocar la 

eyaculación). Todas ellas constan básicamente de una funda protectora, un colector con o sin 

filtro (el filtro atrapa la fracción gel del eyaculado), una camisa interna y un cuerpo rígido (Trejos, 

2009, Brinsko et al., 2011). 

La VA se rellena con agua a 45-50 °C para proporcionar una temperatura interna de 44-48 °C. Se 

debe tener en cuenta que los espermatozoides pueden sufrir daños permanentes al ponerse en 

contacto con superficies por encima de los 45 °C. La presión de la VA debe ajustarse para 

proporcionar un buen contacto con el pene, sin interferir con la penetración de este; pero que 

permita su expansión hasta su completa erección. Tanto la temperatura como la presión del 
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agua en la VA deben mantenerse relativamente constantes durante la recolección, para 

estimular correctamente al semental y obtener la máxima cantidad de semen. Por último, la 

superficie interna debe lubricarse con un lubricante estéril no espermicida (Brinsko et al., 2011). 

Inmediatamente después de su recolección, el semen debe transportarse rápidamente al 

laboratorio minimizando la exposición a la luz y al choque térmico. Tanto en caso de que el 

semen se use de inmediato como en caso de que se conserve para ser utilizado más tarde, 

siempre debe mezclarse con un diluyente unos minutos tras de la recolección para maximizar 

su durabilidad. Una relación de dilución 1:1 a 1:2 (semen/diluyente) es adecuada si el semen no 

se almacena durante más de 1 a 2 h (Brinsko et al., 2011). 

b) Clasificación de los ovocitos y evaluación de la calidad del semen 

(1) Clasificación de los ovocitos 

Los ovocitos se pueden clasificar según la morfología de su cumulus en compactos (Cp) o 

expandidos (Ex) (Hinrichs y Williams, 1997; Hinrichs, 2010; Morris, 2018) (Fig. 7). 

- Compactos: provienen de folículos viables, pero estos no son tan competentes para 

madurar in vitro. Presentan unas células de la granulosa y un cumulus compacto; el 

citoplasma es homogéneo, lo que se asocia con una baja competencia meiótica. 

- Expandidos: se originan en folículos atrésicos, pero tienen una alta competencia meiótica 

ya que han sufrido algunos cambios prematuros (incluida la expansión del cumulus) y 

aproximadamente un 60-80% maduran in vitro. El citoplasma es heterogéneo, esto se 

asocia con una alta competencia meiótica. 

Los ovocitos obtenidos mediante OPU con una ausencia de la mayor parte del cumulus y la 

presencia únicamente de la corona radiada (o con una denudación parcial de la ZP), no pueden 

ser clasificados como ovocitos Cp o Ex (Hinrichs, 2010). 

 

 

 

 

 

Figura 7. Ovocitos de yegua. Compactos (A), expandidos (B) y corona radiata (C). 

Barra = 100 µm (Bertero et al., 2017). 

(2) Evaluación de la calidad del semen 

Para evaluar la calidad del semen existen diferentes parámetros que pueden estudiarse, pero el 

más relevante es la motilidad progresiva ya que existe una alta correlación con las tasas de 

fecundidad. El porcentaje normal de motilidad progresiva es de 75 %, con un rango de 60-95 %. 
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Otro parámetro importante es la concentración espermática, que debe estar entre 150 y 300 

millones de espermatozoides/ml (Galina y Valencia, 2008; Trejos, 2009). 

Es necesario también llevar a cabo la tinción de vitalidad para determinar los espermatozoides 

viables (no teñidos) y muertos (teñidos). Además, hay que evaluar la morfología de los 

espermatozoides para determinar el porcentaje de morfoanomalías; la suma de las alteraciones 

del acrosoma y la cabeza no deben superar un 5 % y 10 % respectivamente y el número total de 

las alteraciones no debe ser mayor al 30 %. Por último, se debe determinar el número total de 

espermatozoides (concentración x volumen de semen) (Brinsko et al., 2003). 

c) Maduración in vitro de los ovocitos 

El proceso de maduración del ovocito consiste en una serie de cambios a nivel citoplasmático y 

nuclear, que lo convierten en un ovocito viable, fecundable y competente para su futuro 

desarrollo (Tremoleda et al., 2001). 

La maduración nuclear del ovocito consta de una serie de pasos: la rotura de la membrana 

nuclear, la formación de la placa metafásica de la primera división meiótica, la expulsión del 

primer corpúsculo polar y la subsiguiente formación de la placa metafásica de la segunda 

división meiótica (Goudet, 2001). La maduración nuclear es esencial para la fecundación, pero 

debe ocurrir sincrónicamente con la maduración citoplasmática para el desarrollo normal del 

embrión (Morris, 2018). 

Los ovocitos obtenidos de matadero requieren una maduración más prolongada debido a que 

el tiempo que el ovocito pasa dentro del ovario antes de recogerse afecta la maduración nuclear 

y citoplasmática. Esto hace que los ovocitos de matadero tengan una menor competencia de 

desarrollo o tasa de desarrollo de blastocistos (Hinrichs, 2005). 

El tiempo necesario para alcanzar estadio de metafase II (MII) difiere entre los tipos de cumulus; 

los ovocitos con cumulus compactos requieren 30-36 h, mientras que los ovocitos con cumulus 

expandidos requieren un período de maduración más corto (24-30 h). Una vez se ha producido 

la maduración no existe diferencia en el desarrollo embrionario posterior entre ambos (Hinrichs, 

2005). 

El medio de maduración in vitro más utilizado por los laboratorios se basa en TCM199 y 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12) (Hinrichs, 2018; 

Fernández, 2023). La fuente de proteína utilizada en dichos medios consiste en un 10 % de suero 

fetal bovino (SFB) que es la fuente de proteína de elección por su efecto beneficioso sobre la 

competencia meiótica (en comparación con la albúmina de suero bovino o el líquido folicular) 

(González et al., 2015; Choi et al., 2016). 
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La mayoría de los protocolos de maduración in vitro equina, para mejorar la maduración, añaden 

al medio combinaciones de hormona luteinizante (LH), hormona folículo estimulante (FSH) y 

estradiol. El efecto de estas hormonas y su influencia sobre la maduración y la fecundación no 

está claro, la justificación de su incorporación es su influencia fisiológica en la maduración de 

ovocitos in vivo (Tremoleda et al., 2001). Otras hormonas, como el estradiol y la prolactina, han 

sido utilizadas, pero no aparecen en los protocolos más recientes (Morris, 2018). 

En estudios recientes, los CCO mantenidos a temperatura ambiente ( 22 °C) durante una noche 

o durante una a dos noches a 15 °C, para posteriormente ser madurados durante 

aproximadamente 30 h, han permitido obtener tasas de fecundación aceptables (Felix et al., 

2022). 

En general, los principales factores que parecen influir en el potencial de desarrollo de los 

ovocitos equinos son la edad, la etapa de desarrollo del folículo, el almacenamiento de los 

ovocitos y la adaptación del protocolo de maduración in vitro a estos criterios (Morris, 2018). 

d) Capacitación in vitro de los espermatozoides 

Actualmente no se han identificado los desencadenantes de capacitación específicos de la 

especie equina necesarios para establecer un protocolo de FIV efectivo y repetible. A pesar de 

ello, se han identificado tres parámetros que desencadenan la capacitación: el aumento del pH 

intracelular, la fosforilación de tirosinas de proteínas en la cola del espermatozoide y la motilidad 

hiperactivada (Leemans et al., 2019). 

Los eventos de capacitación se pueden imitar in vitro incubando los espermatozoides en un 

medio que contenga bicarbonato (HCO3
-), calcio (Ca2+) y albúmina, después de separar los 

espermatozoides del plasma seminal utilizando la centrifugación mediante gradiente de 

densidad (p. e. Percoll) (Leemans et al., 2019). 

Se ha estudiado también el uso de otros compuestos para inducir la capacitación, como el 

dilauroyl fosfatidilcolina (PC12), un lípido fusogénico que induce la capacitación y la RA al 

reorganizar la membrana y hacerla permeable a varios iones; o la utilización de un medio de 

Whitten modificado (MW) para espermatozoides tratados con procaína que provoca la 

motilidad hiperactivada de los espermatozoides (Sessions-Bresnahan, Graham y Carnevale, 

2014). 

Felix et al. (2022) preincubaron semen diluido con INRA 96® durante 22 h con penicilamina, 

hipotaurina y epinefrina (PHE), los cuales estimulan la motilidad de los espermatozoides y 

aumentan la incidencia de la RA en diferentes especies (Meizel, 1985). Dichos espermatozoides 

parecían estar completamente capacitados ya que penetraron entre el 47 % y el 79 % de los 

ovocitos durante la primera hora de exposición. Preincubaron también espermatozoides 
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durante 15 min a 6 h, pero no produjeron fecundación tras 1 h de coincubación; ello sugiere que 

la capacitación en PHE requiere entre 6 y 22 h (Felix et al., 2022). 

e) Fecundación in vitro convencional 

La RA es dependiente del calcio extracelular; además, la progesterona del líquido folicular (LF) 

es otro factor que podría ser responsable en la inducción de este proceso. De acuerdo con esto, 

se han realizado experimentos in vitro con ionóforo de calcio, progesterona y LF en combinación 

con bicarbonato y un pH alcalino para inducir la RA; obteniéndose malos resultados (Leemans 

et al., 2016a). Por tanto, son necesarias más investigaciones acerca de la inducción de la RA del 

espermatozoide equino que lleve a una fecundación exitosa (Leemans et al., 2016a; Fernández, 

2023). 

f) Cultivo in vitro y conservación del embrión 

El cultivo in vitro sigue suponiendo un gran reto, ya que, aunque se han probado diferentes 

medios de cultivo (p.ej. DMEM/F-12; Chatot, Ziomek, Bavister o Global Sciencie) aplicando 

diferentes protocolos, se han obtenido resultados muy variables entre laboratorios. No existe, 

por tanto, un medio que destaque sobre el resto (Morris, 2018; Fernández, 2023). 

Se han obtenido embriones de 4 días (8 a 16 células) con tasas de desarrollo de blastocistos del 

25 %-35 % empleando medios de cultivo como: DMEM/F-12 con 10 % de suero fetal bovino en 

una mezcla de gases de 5 % O2, 5 % CO2 y 90 % N2 a 38,2 °C (Hinrichs, 2005). Además, se ha 

descubierto que el desarrollo de los embriones es mayor en un medio SOF modificado (fluido 

oviductal sintético) suplementado con glucosa que cuando se cultivan inicialmente en SOF 

modificado y posteriormente en un medio DMEM/ F-12 (Hinrichs, 2010). 

Los embriones pueden crioconservarse para ser almacenados o exportados a largo plazo; o para 

ser transferidos al inicio de la siguiente temporada de cría para obtener potros temprano. La 

técnica más común es la vitrificación, la cual consiste en la congelación ultrarrápida del embrión 

y no requiere equipo especializado ya que se utilizan kits comerciales. El embrión se expone 

previamente a altas concentraciones de crioprotectores penetrantes para evitar la formación de 

cristales de hielo, que provocan la deshidratación celular. Esta técnica tiene la ventaja de que el 

embrión se puede descongelar rápidamente dentro de la pajuela que lo almacena y transferirse 

directamente a una yegua receptora (Alm et al., 2010; Sadurní, 2020). Además, no tiene ningún 

impacto en el desarrollo del embrión, lo que la convierte en una nueva estrategia para la 

conservación genética (Cabeza y Gambini, 2023). Otra técnica de crioconservación es la 

congelación, en esta se utilizan menores cantidades de crioprotectores y la congelación es más 

lenta (Galli et al., 2016; Sadurní, 2020). Varios factores influyen en la crioconservación: 



19 

- Calidad del embrión: los embriones se clasifican de acuerdo a una escala de 1 a 4 según 

su calidad. En la especie equina no existe una clasificación estandarizada, por lo que se 

basa en la clasificación de embriones de la especie humana. Sólo son aptos para la 

congelación los embriones de grado 1 (excelente) o grado 2 (bueno) (Tabla 2). 

Tabla 2. Escala de clasificación de embriones basada en las características morfológicas del 

embrión (Carnevale y Metcalf, 2019) 

Grado Características 
1. Excelente Excelente potencial de desarrollo, sin alteraciones o con mínimas 

alteraciones. Células de número par y tamaño aproximadamente igual, con 
tono y textura consistente del citoplasma. Masa celular compacta (mórula) 
con pocas o ninguna célula extruida Blastocisto con trofoblasto definido, 
cierto adelgazamiento de la ZP expandida y ninguna o mínima extrusión de 
células a través de la ZP Restos mínimos con fragmentación nula o limitada 
(0 20%) o pocas o ninguna célula extruida o no compactada en etapas 
posteriores. ZP intacta, redonda u ovalada de dimensiones normales. Cierto 
adelgazamiento de la ZP con expansión del blastocisto. Sin anomalías. 

2. Aceptable Desarrollo aceptable, pero imperfecciones moderadas. Células de número 
impar de tamaños variados. Diferencias moderadas en el tono o textura del 
citoplasma. Masa de células agrupadas, pero no compactas (mórula). Restos 
moderados con fragmentación entre 20-35 %, cantidad moderada de 
desechos celulares o células extruidas a través de la ZP de la masa celular 
principal. ZP grande, deforme o con hendiduras longitudinales. Anomalías 
escasas (vesículas o un ligero colapso del blastocisto). 

3. Pobre Probabilidad de desarrollo limitada, cambios notables en la morfología. 
Número desigual de células con amplias variaciones en tamaño o tono y 
textura del citoplasma. Fallo de compactación de la mórula. Blastocisto con 
áreas de células oscuras, con menor cantidad de ZP. Gran cantidad de restos 
celulares, fragmentación >35%. Gran número de células extruidas de la masa 
celular primaria o a través de la ZP. ZP grande y/o ZP dañada, 
comprometiendo la función. Anomalías graves. 

4. Degenerado No es viable. Células disociadas sin membrana ni masa celular definida. Restos 
celulares en gran cantidad y dispersos. ZP no intacta. Anomalías graves 
(vesículas grandes o numerosas). Cese del desarrollo. 

- Tamaño y edad del embrión: los embriones en un estadio de mórula/blastocisto 

 -6,5 d) parecen tolerar mejor el proceso, pero las 

tasas de recuperación de estos son inferiores a las tasas de recuperación de embriones 

de 7 a 8 días (400-120

vitrificaron blastocistos expandidos de hasta 650 µm de diámetro colapsando el 

blastocele mediante un micromanipulador, previamente a su congelación. A pesar de 

ello, se deben continuar las investigaciones para desarrollar un dispositivo simple que 
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pueda colapsar de manera segura el blastocele sin necesidad de un micromanipulador 

(Hinrichs, 2018). 

Los embriones también pueden refrigerarse a 5 oC en un medio Ham's F-10 (previamente 

gaseado con una mezcla de 5 % CO2, 5 % O2 y 90 % N2), manteniéndose así la viabilidad de los 

embriones durante 24 h (Carnevale, Squires y McKinnon, 1987). 

g) Transferencia embrionaria (TE) 

Las yeguas receptoras de los embriones son seleccionadas según su edad (jóvenes, de 3-10 

años), historial de gestaciones y peso (450-550 kg); además, se les debe realizar un examen 

médico y reproductivo completo (Torres, 2012; Carreño, 2020). Los embriones frescos deben 

transferirse a las yeguas tan pronto como se observen signos de desarrollo de blastocistos, es 

decir, entre el día 7-10 de cultivo (Hinrichs, 2010). 

Inicialmente, la yegua receptora del embrión debe ser sincronizada con la edad del mismo, es 

decir, en el momento de la transferencia debe encontrarse 7 días post-ovulación. Para realizar 

la sincronización existen diferentes productos hormonales como: progestágenos (altrenogest), 

-17ß (Palma, 2001). 

Antes de la transferencia, la yegua receptora debe ser examinada mediante palpación y 

ecografía transrectal. A la palpación la yegua debe tener tono uterino y el cuello debe estar 

cerrado. Además, se debe encontrar un cuerpo lúteo y cierto desarrollo folicular; no debe haber 

edema ni líquido (Brinsko et al., 2011). 

La TE puede ser quirúrgica o no quirúrgica: 

- Quirúrgica: en los inicios del desarrollo de la TE, la mayoría de los embriones se 

transfirieron quirúrgicamente a través de una laparotomía de flanco con la yegua en 

estación o mediante una incisión a nivel de la línea media. Esta técnica fue remplaza por 

la transferencia no quirúrgica debido al menor coste y rapidez de esta última (Brinsko et 

al., 2011). 

- No quirúrgica: consiste en la introducción del embrión en del cuerpo uterino o en uno de 

los cuernos. El proceso se inicia con la limpieza y desinfección de la zona externa vaginal 

y anal, para posteriormente secarlo. El embrión, colocado previamente en una pipeta de 

inseminación o en una pajuela de inseminación artificial (0,25 o 0,5 ml), es introducido a 

través del cuello uterino para ser depositado en la luz uterina (Carreño, 2020) (Fig. 8). 
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Figura 8. Recuperación de embriones para su 

transferencia (Brinsko et al., 2011) 

Ilustración de la colocación de un catéter en el útero de 

una yegua antes del procedimiento de lavado. Después 

de la inserción del catéter a través del cuello uterino, el 

balón se distiende con aire o líquido y el catéter se tira 

suavemente hacia atrás para sellar el balón en el orificio 

cervical interno. 

 

Brinsko et al. (2011) utilizaron de forma rutinaria Flunixin Meglumine (500 mg, por vía 

intravenosa), hormona gonadotropina coriónica humana o hCG (3000 UI, por vía intramuscular) 

y antibióticos (sulfametoxazol y trimetoprima, 24 mg/kg por vía oral, dos veces al día). La terapia 

con antibióticos se continúa hasta el primer examen de gestación (a los 4 días post-tranferencia) 

y es reevaluada en este momento. La yegua debe ser monitoreada frecuentemente, p.e. a los 

11, 13, 17, 23 y 29 días post-ovulación, y más a menudo si existiesen problemas potenciales 

como por ejemplo endometritis (Brinsko et al., 2011). 

4. Resultados obtenidos 

A pesar de las décadas de investigación y trabajo en la FIV equina, hasta el año 2022, solo habían 

nacido dos potros, ambos en 1991 y en un único laboratorio, el de Palmer y colaboradores 

(Palmer et al., 1991). En este experimento, las tasas de fecundación oscilaron entre 0 y 33 %, y 

eran muy variables, incluso dentro del mismo laboratorio (McPartlin et al., 2009). Además, los 

investigadores utilizaron ovocitos preovulatorios (provenientes de un folículo dominante 

previamente estimulado) madurados in vivo (Hinrichs et al., 2002); y espermatozoides frescos 

tratados con ionóforo de calcio (Palmer et al., 1991). Los potros nacieron tras la transferencia 

quirúrgica oviductal de embriones de dos células (Palmer et al., 1991; Bézard, 1992). Para 

obtener uno de estos potros, Palmer et al. (1991) necesitaron ocho embriones fecundados 

correctamente que fueron transferidos a los oviductos de ocho yeguas receptoras. 

Sin embargo, tras varios años de estudio, Felix et al. (2022) han conseguido desarrollar un 

protocolo de FIV convencional, eficiente y repetible en la especie equina; para la producción in 

vitro de blastocistos y potros. 
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B. INYECCIÓN INTRACITOPLASMÁTICA DE ESPERMATOZOIDES (ICSI)

La inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) es una técnica de reproducción 

asistida que utiliza la micromanipulación para inyectar un único espermatozoide en el 

citoplasma de un ovocito maduro (Palermo et al., 1992; Rooney, 2020); a diferencia de la FIV 

que consiste en incubar juntos ovocitos maduros y espermatozoides pre-capacitados en un 

medio de fecundación (Hinrichs, 2012). 

Los fallos en la superovulación y la FIV convencional han sido el principal motivo del uso de esta 

tecnología en caballos (Briski y Salamone, 2022). La ICSI es una técnica eficaz para abordar 

problemas reproductivos tanto en caballos como en yeguas, ya que mitiga o incluso elude las 

barreras reproductivas existentes que otras técnicas de reproducción no son capaces de superar 

(Briski y Salamone, 2022; Claes y Stout, 2022). 

En los sementales con problemas reproductivos cuantitativos o cualitativos (baja concentración 

o mala calidad del semen) es una opción para continuar produciendo descendencia. Además, 

pueden utilizarse yeguas donantes subfértiles, animales prepúberes o hembras con calidad de 

ovocitos subóptima (Briski y Salamone, 2022). 

Por otro lado, esta técnica puede utilizarse en cualquier etapa del ciclo estral o estación; siendo 

la única técnica de producción de embriones in vitro (PEIV) que puede aplicarse en caso de que 

una yegua muera repentinamente o necesite ser sacrificada por una fractura, cólico, etc. (Claes 

y Stout, 2022). Permite también maximizar el uso de espermatozoides y ovocitos de animales 

de élite sin alteraciones reproductivas (Briski y Salamone, 2022). El procedimiento puede 

llevarse a cabo mediante ICSI convencional o piezoeléctrica (Hinrichs, 2018; Fernández, 2023). 

1. El material 

Los ovocitos pueden ser recogidos de la misma forma que en la FIV, es decir, mediante el 

procesado de ovarios de matadero u OPU (Claes y Stout, 2022; Fernández, 2023). 

El semen puede ser fresco, refrigerado o congelado; incluso puede descongelarse semen 

previamente congelado, diluirse hasta 1:200 y volverse a congelar en pajuelas (Brinsko et al., 

2011). En la mayoría de los casos, se utilizan pajuelas de semen congelado ya que se suele utilizar 

semen de menor calidad. Las pajuelas se descongelan en un baño de agua a 39 °C durante 30 

segundos y luego se someten a un método de selección para separar los espermatozoides 

móviles (Alm et al., 2010). 
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2. Maduración de los ovocitos y selección de espermatozoides

Los ovocitos se incuban hasta la maduración completa (ovocitos del folículo dominante 

estimulado) o para iniciar y completar la maduración (ovocitos de folículos inmaduros) (Hinrichs, 

2018). El proceso de maduración (tiempos y medios) es idéntico al descrito en el apartado de la 

FIV convencional. Tras la maduración del ovocito se eliminan las células del cumulus, primero 

enzimáticamente, la mayoría de los laboratorios utilizan SOF con hialuronidasa y en algunos 

casos se ha utilizado tripsina (se desconocen sus efectos sobre el desarrollo del embrión); 

después se eliminan manualmente mediante un pipeteado cuidadoso (Morris, 2018; Rooney, 

2020). Los ovocitos que muestran un corpúsculo polar (CP) se seleccionan para ICSI (Hinrichs, 

2018). 

Las técnicas de selección de espermatozoides deben ser sencillas y económicas de realizar, pero 

también ser capaces de eliminar eficazmente cualquier espermatozoide de baja calidad, inmóvil 

o muerto; así como bacterias, leucocitos y sustancias tóxicas. Debido a que cumplen todos estos 

-

utilizados (Oseguera-López et al., 2019; Rooney, 2020) (Fig. 9). La información sobre el efecto 

del método de preparación en el resultado de la ICSI es escasa (Hinrichs, 2018). 

 

 

 

 

 

Figura 9. Métodos de selección de espermatozoides (Oseguera-López et al., 2019) 

A) Selección de espermatozoides por centrifugación en gradiente de densidad (DGC): El semen se coloca 

encima de un gradiente de coloide (por ejemplo, partículas de sílice recubiertas con silano) preparado en 

un tubo de centrífuga y luego se somete a centrifugación. Posteriormente, los espermatozoides móviles 

se recuperan del fondo del tubo que contiene la fracción con mayor densidad de coloide. B) Selección 

-

(amarillo en la figura) encima de la muestra seminal (verde en la figura). Luego, el tubo se inclina 45° y se 

incuba durante aproximadamente una hora, lo que permite que los espermatozoides móviles naden hacia 

el medio libre de células donde se recolectan para aplicaciones posteriores. 

3. Microinyección 

En una placa Petri se colocan gotas de espermatozoides y ovocitos maduros que se observan y 

manejan mediante un microscopio invertido con un sistema de micromanipulación doble (Briski 

y Salamone, 2022). El micromanipulador está equipado con dos brazos, uno conectado a una 
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pipeta de sujeción (120 µm) y el otro a una pipeta de inyección (5-8 µm) que, en algunos casos, 

está conectado a un sistema de accionamiento piezoeléctrico. La pipeta de sujeción retiene al 

ovocito, colocando el primer CP en la posición 6 o 12 en el sentido de las agujas del reloj. Debido 

a que se espera que el material genético esté próximo al CP, se mantiene lejos del área de 

inyección. La pipeta de inyección, utilizada para inmovilizar y sujetar un solo espermatozoide, 

atravesar la membrana del ovocito en metafase II y depositar el espermatozoide en el 

citoplasma (Ramírez y Suárez, 2021). 

Como se ha comentado anteriormente, la ICSI puede llevarse a cabo mediante dos técnicas 

diferentes: 

- Convencional: generalmente se realiza usando con una tapa de una placa de Petri 

(colocada hacia arriba) que contenga varias gotas de medio de retención de ovocitos 

(Tyrode tamponado con Hepes que contiene albúmina, lactato y piruvato), bajo aceite 

mineral. Se añaden también varias gotas de espermatozoides junto a un medio Tyrode 

que contiene polivinilpirrolidona (al 7-10 %) para ralentizar el movimiento flagelar y 

posteriormente romper la cola del espermatozoide para inmovilizarlo. La cola se rompe 

perforando la membrana plasmática al hacer rodar la punta de una pipeta de inyección 

biselada en este punto. Se cree que esta acción facilita la descondensación nuclear del 

espermatozoide y la subsiguiente activación del ovocito (Salamone, Canel y Rodríguez, 

2017). Por último, los espermatozoides son capturarlos con la pipeta de inyección e 

inyectados en el citoplasma del ovocito (Brinsko et al., 2011; Briski y Salamone, 2022) 

(Fig. 10). 

Figura 10. ICSI en un ovocito equino (Brinsko et al, 2011). 

A) Ovocito sujetado mediante una pipeta roma (izquierda) y la pipeta de inyección de 

espermatozoides (flecha) adyacente a la ZP. B) Perforación de la ZP e inyección de espermatozoides 

en el citoplasma del ovocito mediante la pipeta de inyección. 

- Piezoeléctrica: el procedimiento varía únicamente en el uso de una micropipeta de 

inyección roma con capacidad de producir microvibraciones piezoeléctricas. El sistema 

de accionamiento piezoeléctrico proporciona vibraciones diminutas a la pipeta de 
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inyección que, en un primer momento, rompe la membrana del espermatozoide y 

después perfora la ZP y el oolema (Brinsko et al., 2011). 

No se han encontrado diferencias entre ambas técnicas en las tasas de producción de 

blastocistos por ovocito inyectado. Sin embargo, la calidad de los embriones es 

significativamente mayor en los blastocistos producidos mediante la segunda técnica (Hinrichs, 

2018). Claes y Stout (2022) obtuvieron uno o más blastocistos en el 78% de los procedimientos. 

Por otro lado, no existe diferencia en las tasas de división del embrión al realizarse la ICSI a 

diferentes temperaturas. A pesar de que algunos estudios informan que se debe realizar a 

temperatura ambiente para minimizar el riesgo de lisis de la membrana; otros investigadores 

realizan la ICSI a 37 °C (Morris, 2018). 

Para permitir que la membrana del ovocito se repare tras la ICSI, los ovocitos se cultivan en un 

medio de retención post-ICSI durante aproximadamente 2 h antes de colocarlos en el medio de 

cultivo. Durante este período es importante evitar un aumento del pH ya que sería perjudicial 

para la producción de blastocistos, por lo que se utiliza un medio tamponado (CZB-H o sales de 

M199/ Earle con 10 % de FBS) a 38,2 °C y 5 % de CO2 en aire. Una vez transcurrido este tiempo, 

se evalúa la lisis de los zigotos y se descartan los ovocitos lisados antes de iniciar el cultivo de 

embriones (Morris, 2018; Ramírez y Suárez, 2021). 

4. Cultivo y transferencia de embriones 

Tras la ICSI existen tres opciones para la transferencia de los embriones resultantes: 

transferencia quirúrgica inmediata al oviducto, cultivo durante 24 a 48 h y transferencia 

quirúrgica al oviducto o cultivo durante 7 a 8 d y transferencia transcervical al útero (Brinsko et 

al., 2011). Además, los embriones pueden crioconservarse, con una pérdida insignificante de 

viabilidad, lo que ha permitido el desarrollo de un comercio internacional de embriones y 

permite un uso mucho más eficiente de las yeguas receptoras. En particular, las yeguas 

receptoras pueden utilizarse temprano en la temporada y no es necesario sincronizar su ciclo 

con el de la yegua donante (Claes y Stout, 2022). 

El proceso de cultivo y TE es equivalente al explicado en el apartado de la FIV convencional. 

5. Factores limitantes e influyentes en los resultados 

a) Factores limitantes 

Se ha observado que en algunos casos existe un fracaso en la fecundación de los ovocitos debido 

a la ausencia de activación de estos, en su mayor parte por una descondensación incompleta de 

los espermatozoides, lo que sugiere un problema de comunicación entre los dos gametos 

durante la fecundación. Se ha reflexionado entonces entorno a la existencia de algún factor 
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desconocido que, en condiciones in vivo, es necesario para la correcta activación de los ovocitos

(Bedford et al., 2004; Rooney, 2020). 

Por otro lado, existen estudios sobre los blastocistos producidos mediante ICSI que han revelado 

un retraso en su maduración (retraso en la escisión y desarrollo embrionario temprano) en 

comparación con los embriones producidos in vivo, ello pone en duda el momento de 

transferencia e implantación en la yegua receptora (Rooney, 2020). 

b) Factores influyentes 

La edad de la yegua donante juega un papel importante en el éxito de la PEIV. Esto se debe a 

que el principal factor limitante para la ICSI es la calidad de los ovocitos, la cual disminuye a 

medida que aumenta la edad de la yegua. Por tanto, el uso de ICSI en yeguas subfértiles en las 

que el problema de fertilidad proviene de ovocitos de mala calidad no tendrá éxito (Hinrichs, 

2018). Otros factores que juegan un papel importante en el éxito de la ICSI son: la morfología de 

los ovocitos, la maduración, el método ICSI utilizado y el cultivo de embriones (Rooney, 2020). 

También influye en el resultado la selección de espermatozoides. Se ha sugerido que la baja 

eficiencia en la PEIV se debe en parte a la falta de exigencia en los métodos de selección de 

espermatozoides en comparación con la inseminación estándar. Estos se basan exclusivamente 

en la motilidad de los espermatozoides, pero no todos los espermatozoides móviles son de 

buena calidad. Por lo tanto, en un futuro puede ser necesario el desarrollo de nuevos métodos 

de selección de espermatozoides que se centren en otras características espermáticas mejor 

correlacionadas con la capacidad de fecundación y el posterior desarrollo embrionario. Además, 

al evitar la barrera que supone la ZP aumenta el riesgo de fecundación con espermatozoides 

defectuosos y el posterior fracaso en la PEIV (Oseguera-López et al., 2019; Rooney, 2020). 

También influye en los resultados la experiencia de los técnicos que llevan a cabo la ICSI ya que 

los pasos que se consideran esenciales para el éxito son la correcta inmovilización del 

espermatozoide y la rotura del ooplasma (Vanderzwalmen et al., 1996). 

A pesar de todo, incluso si la ICSI se realiza con precisión, presenta tasas significativas de pérdida 

embrionaria temprana, por lo que es necesaria más investigación respecto a este problema 

(Claes et al., 2018; Rooney, 2020). 

6. Ventajas y desventajas de la ICSI 

a) Ventajas 

- Optimiza el uso de las pajuelas de gran valor o reducida cantidad ya que la cantidad de 

espermatozoides utilizada para que se produzca la fecundación es baja (Galli et al., 2007; 

Fernández, 2023). 
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- Si la motilidad espermática es buena, una porción de una pajuela (un "corte") se puede 

usar para la fecundación de numerosos ovocitos (Fernández, 2023). 

- Permite el uso de semen de calidad variada, incluyendo los que poseen una baja 

concentración espermática o baja motilidad; por tanto, permite la PEIV a partir de semen 

que podrían no producir una gestación si se utilizase en una inseminación estándar 

(Brinsko et al., 2011; Fernández, 2023). 

- Permite el uso de semen congelado-descongelado (Salamone, Canel y Rodríguez, 2017). 

- Se puede llevar a cabo fuera de la temporada de cría y en cualquier etapa del ciclo 

reproductivo de la yegua (Rooney, 2020). 

- Su éxito general de PEIV parece ser similar o superior al de la TE tradicional y permite la 

posibilidad producir uno o más embriones de diferentes sementales en una sola sesión 

(Claes y Stout, 2022). 

b) Desventajas 

- Requiere instalaciones y equipos de alto coste, además de un personal realmente 

experimentado (Vélez y Hinrichs, 2011). 

- Requiere en torno a 10 ovocitos para obtener un embrión vitrificable (Lazzari et al., 

2020). 

Las ventajas de ICSI, junto con los fracasos de la FIV, han mantenido a la especie equina a la 

vanguardia de esta técnica hasta la fecha; y la popularidad de este método continúa creciendo 

exponencialmente (Salamone, Canel y Rodríguez, 2017). 

7. Resultados obtenidos 

El primer potro producido mediante la ICSI nació en Estados Unidos en 1996, se utilizaron 

ovocitos madurados in vitro, y el embrión resultante se transfirió al oviducto de una yegua 

receptora (Squires et al., 1996). 

En 2005 se descubrió un método eficaz para el cultivo in vitro de zigotos hasta la etapa de 

blastocisto derivados de ICSI (Hinrichs, 2005) y en 2007 se desarrolló el primer protocolo para la 

aplicación clínica de ICSI (Galli et al., 2007); desde entonces la ICSI equina se ha convertido en 

un procedimiento muy extendido a nivel mundial (Hinrichs, 2018). 

La PEIV a través de OPU-ICSI ha aumentado enormemente en popularidad en la cría de caballos 

de deporte en los últimos 6 años, en gran parte debido a las mejoras en las tasas de recuperación 

de ovocitos y la producción de blastocistos (Claes y Stout, 2022). Actualmente, está aumentando 

la demanda de los programas OPU-ICSI en animales de alto valor genético y rendimiento 

deportivo sin problemas reproductivos, debido a la alta flexibilidad que ofrece en comparación 
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con otras técnicas de reproducción asistida convencionales (Cuervo-Arango, Claes y Stout,

2019). 

Existe poca información disponible sobre la salud de los potros producidos por ICSI (Hinrichs, 

2018). En un estudio reciente no se han encontrado diferencias significativas entre los potros 

producidos de forma natural y potros producidos por ICSI con respecto a: la salud general, 

tamaño o peso de los potros, o a la morfología placentaria o expresión de genes específicos 

(Valenzuela et al., 2018). 

Debido a que las tasas de formación de blastocistos son muy variables entre los laboratorios de 

ICSI (Salamone, Canel y Rodríguez, 2017), se debe tener en cuenta que un buen laboratorio de 

ICSI debe obtener como resultados: tasa de maduración in vitro  50 %, tasa de blastocistos por 

 20  65 % y tasa de parto por 

 80 % (Hinrichs, 2018). 

8. Comparativa resultados de la transferencia embrionaria 

El principal objetivo de un protocolo de FIV o ICSI es la producción de un gran número de 

embriones que puedan ser transferidos para la producción de potros. Los resultados varían en 

función de las metodologías utilizadas. 

- Embriones producidos in vivo: el índice de gestación está entre el 50 % y el 80 %. Los 

congelados (75-85 % y 50 % respectivamente) (Carreño, 2020). 

- Embriones producidos mediante OPU-ICSI: la probabilidad de gestación con embriones 

congelados-descongelados varía entre 70 al 77,7 %. Varios factores de la yegua donante 

(no su edad), de la yegua receptora y embrionarios influyen en la probabilidad de preñez 

y parto. La tasa de gestación disminuye al transferirse los embriones posteriormente a 

los 3-4 días tras la ovulación (Claes y Stout, 2022). 

- Embriones producidos mediante FIV convencional: en el estudio de Felix et al. (2022) la 

transferencia de tres blastocistos a yeguas receptoras produjo el nacimiento de tres 

potros normales. Este es el único estudio que aplicó verdaderamente la técnica de FIV 

convencional y, por tanto, el único del cual se pueden examinar los resultados de la FIV 

convencional en equinos. 
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C. EL FUTURO DE LA BIOTECNOLOGÍA REPRODUCTIVA EQUINA

A pesar del gran avance que supone el estudio de Felix et al. (2022) para la FIV convencional, es 

cuestionable si dicha técnica podrá competir en un futuro con los éxitos de la ICSI y la TE 

convencional. El protocolo que desarrollaron dichos investigadores fue exclusivo para semen 

fresco; y para que la FIV convencional se pueda utilizar clínicamente debe desarrollarse un 

protocolo eficiente en el que pueda utilizarse semen refrigerado y congelado-descongelado, ya 

que es poco probable que el semental deseado esté disponible cerca del laboratorio de FIV para 

el uso de semen fresco (Felix et al., 2022). 

Como se ha comentado anteriormente, es necesario un mayor estudio de los factores que 

desencadenan la capacitación in vivo para mejorar la PEIV. Avilés, Gutiérrez-Adán y Coy (2010) 

evidenciaron que el fluido oviductal contiene factores esenciales para la maduración de los 

gametos, la capacitación espermática y desarrollo embrionario. Por ello, es necesario continuar 

el estudio de la composición del líquido oviductal (Leemans et al., 2016a). 

Por otra parte, debido a que la FIV convencional aún no es una técnica viable comercialmente 

en caballos, se han utilizado diferentes técnicas para crear embriones equinos para 

investigación. Uno de esos métodos es la partenogénesis en la que se induce a un ovocito a 

madurar hasta un estado similar al de un embrión sin la introducción de un espermatozoide; 

otro método es la transferencia nuclear de células somáticas (SCNT), en la que se inserta un 

núcleo de células somáticas de un caballo existente en un ovocito enucleado, creando un clon 

genético del caballo donante (Hisey, Ross y Meyers, 2021). 

Se espera que se desarrollen otras técnicas como el uso de semen sexado, la superovulación y 

el diagnóstico genético de embriones para poder implantarse de forma eficaz en la industria 

equina. Además, se están estudiando nuevas técnicas de conservación del semen (Squires, 

2019). 

VI. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS 

CONCLUSIONES 

Tras la revisión bibliográfica se han podido establecer las siguientes conclusiones: 

- El desarrollo de la FIV convencional no ha sido comparable al de otras especies debido 

a la falta de material biológico disponible, al desconocimiento del ambiente oviductal 

necesario para la capacitación espermática y al endurecimiento prematuro de la zona 

pelúcida. El protocolo exitoso desarrollado recientemente utiliza semen fresco lo que 

limita el uso de la técnica a nivel comercial. 
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- El escaso éxito de la FIV convencional ha impulsado el desarrollo de la ICSI que ha 

permitido el desarrollo de la PEIV para la industria equina. A pesar de ello, siguen 

existiendo carencias que deben ser resueltas para poder adaptarse a la alta demanda 

actual. 

- Es necesario un mayor estudio del ambiente fisiológico en el que se desarrolla la 

maduración del ovocito y la fecundación, ya que permitirá la mejora de las técnicas ya 

establecidas (OPU-ICSI, TE) y el desarrollo de la FIV convencional. 

CONCLUSIONS 

After the bibliographic review, the following conclusions have been established: 

- The development of conventional IVF has not been comparable to that of other species 

due to the lack of available biological material, lack of knowledge of the oviductal 

environment necessary for sperm training and premature hardening of the zona 

pellucida. The recently developed successful protocol uses fresh semen which limits the 

use of the technique on a commercial level. 

- The limited success of conventional IVF has driven the development of ICSI, which has 

allowed the development of PEIV for the equine industry. Despite this, there are still 

deficiencies that must be resolved in order to adapt to the current high demand. 

- Further studies of the physiological environment in which oocyte maturation and 

fertilization takes place are needed, since it will allow the improvement of already 

established techniques (OPU-ICSI, TE) and the development of conventional IVF. 

VII. VALORACIÓN PERSONAL 

Gracias a este trabajo he revisado conceptos estudiados durante el grado de veterinaria y he 

profundizado en algunas de las técnicas específicas de reproducción, he descubierto debido a 

ello una parte esencial de la cría caballar. Paralelamente a la elaboración de este trabajo he 

tenido la oportunidad de realizar prácticas con expertos en reproducción equina, gracias a lo 

cual he podido complementar los conocimientos teóricos adquiridos en el desarrollo de la 

memoria que aquí presento, obteniendo así una visión global de los procedimientos que podré 

aplicar en mi futura carrera como veterinaria equina. 

Asimismo, he aprendido a utilizar un proceso metodológico para contrastar la información 

encontrada en bases de datos o fondos bibliográficos y a sintetizar la misma, algo que considero 

muy útil para futuras búsquedas de información en el desarrollo de mi carrera profesional. 

Considero, por tanto, haber alcanzado los objetivos de la asignatura. 
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