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Introduccion

La medicina veterinaria es una disciplina esencial que se encarga del cuidado de la salud
animal, desempenando un papel crucial en la prevencion, diagnostico y tratamiento de
enfermedades que afectan tanto a animales domésticos como silvestres. Ademas, es fundamental
en la inspeccion y control sanitario de los alimentos y en la prevencion de zoonosis. La practica
profesional del médico veterinario en la Universidad de Pamplona brinda una preparacion
integral y completa que combina conocimientos tedricos con experiencias practicas
enriquecedoras, permitiendo a los estudiantes desarrollar las habilidades y competencias
necesarias para abordar los desafios complejos del sector veterinario. Esta formacion abarca un
amplio espectro desde la salud publica veterinaria hasta la gestion de la salud animal en

contextos productivos, de conservacion y proteccion del medio ambiente.

Cabe sefialar que el aprendizaje es un proceso continuo, por lo que el acompafiamiento
constante de profesionales y especialistas en diversas areas es fundamental para la consolidacion
de capacidades, son quienes brindan el apoyo necesario a los practicantes para que puedan
identificar tanto sus fortalezas como las areas en las que pueden mejorar en el ejercicio
profesional. Esta orientacion no solo favorece el crecimiento académico, sino que también
impulsa el desarrollo personal, promoviendo un aprendizaje continuo y una integracion efectiva

al entorno profesional.

Entre las responsabilidades del Médico Veterinario se incluyen la direccion y ejecucion
de actividades dentro de los sistemas de produccion animal. La pasantia practica empresarial en
el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin

representa una excelente oportunidad para profundizar en una de las 4reas mas especializadas de
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la Medicina Veterinaria. Este laboratorio se enfoca en la investigacion y aplicacion de
tecnologias avanzadas en reproduccion animal, como la Criopreservacion de semen y el
procesamiento de embriones, siendo estas herramientas esenciales para mejorar la calidad
genética y reproductiva de las especies. La experiencia adquirida en este entorno permite a los
futuros profesionales de la Medicina Veterinaria aplicar sus conocimientos en situaciones reales,
contribuyendo al avance de la investigacion, la innovacion y el desarrollo de técnicas que

favorezcan tanto la sostenibilidad de la produccion animal como la conservacion de especies.
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Descripcion del Sitio de Practica

Estacion Agraria San pablo/ Laboratorio de Reproduccion Animal

La Estacion Agraria San Pablo estd ubicada en la vereda El Tablacito en el municipio de
Rio Negro al oriente de Antioquia. Cuenta con una extension de 27.5 hectareas, se encuentra a
2.100 m.s.n.m y tiene una temperatura promedio de 15 °C. Este espacio pertenece a la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, y estd dedicado a diversas areas de
investigacion y trabajo en el sector agropecuario. Entre sus principales actividades se destacan la
avicultura, la porcicultura, procesamiento de concentrados para animales y el laboratorio de
reproduccion animal. El encargado de la estacion agraria es el Zootecnista Otoniel de Jesus Ciro
Cano, quien ejerce como coordinador; ademas, el laboratorio de reproduccion animal esta bajo la
direccion del Zootecnista, Médico Veterinario, M. Sc y Ph.D. en Biotecnologia, Giovanni
Restrepo Betancur. Su equipo de trabajo esta compuesto por un auxiliar de laboratorio, dos
operarios encargados del servicio técnico para el manejo de los animales y estudiantes pasantes
de diversas universidades del pais. Del mismo modo, recibe apoyo de un grupo de docentes
investigadores de instituciones como la Universidad de Antioquia, el Colegio Mayor de

Antioquia, Politécnico Jaime Isaza Cadavid, y la Universidad CES.

El laboratorio de reproduccion animal, adscrito al Departamento de produccién Animal
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional, fue creado en 1980 como parte
de un convenio con el gobierno suizo. Su objetivo inicial fue mejorar la produccion de leche en
las pequefias y medianas ganaderias del departamento de Antioquia, promoviendo la difusion de
la inseminacion artificial mediante el uso de toros nacionales de alto valor genético. Hoy en dia,

la funcion principal del laboratorio es apoyar los objetivos misionales de la Universidad
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Nacional que abarcan la docencia, la investigacion y la extension, siendo este un factor
fundamental en el desarrollo de la industria ganadera regional, ofreciendo capacitaciones y

asesorias a profesionales y productores.

Esta estructura permite desarrollar diversas investigaciones y trabajos en colaboracion
con estudiantes de pregrado, maestria y doctorado, contribuyendo al crecimiento y consolidacion
del laboratorio. Entre los servicios ofrecidos, se destaca la colecta y procesamiento de semen de
diversas especies, incluyendo Bovinos, Equinos, Suinos, Caprinos, Caninos y animales en via de
extincion, como la Guagua, Oso de anteojos y la Zarigilieya, también se maneja la investigacion
in vitro de procesamiento de embriones y el mejoramiento genético de razas especificas como el
Brahman, Angus, Inra 95, Blanco orejinegro y sus respectivos cruces (BRABON y BONGUS).
Ademas, el laboratorio proporciona practicas educativas a estudiantes de otras universidades,
tanto dentro como fuera de Antioquia, impulsando la cooperacion y el intercambio de

conocimientos, lo que permite la formacion de nuevos profesionales en el campo agropecuario.
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Actividades Desarrolladas Durante la Actividad Practica
En el laboratorio de reproduccion animal de la Universidad Nacional, se realizd una
variedad de actividades experimentales, de investigacion, extension, apoyo docencia, medicina
terapéutica y preventiva. Estas actividades combinan investigacion avanzada, servicios practicos,
educacion y prevencion, contribuyendo a la mejora continua de las practicas reproductivas y de

salud animal en el laboratorio y en la comunidad.

Criopreservacion y Procesamiento de Semen

En el laboratorio, se realizo la recoleccion y evaluacion del semen de diversas especies
animales, empleando técnicas especializadas para asegurar su calidad. Se realizan andlisis de
motilidad, morfologia y capacidad de fecundacion para verificar que el semen cumpla con los
estandares necesarios para su uso en procedimientos reproductivos. Una vez que el semen ha
sido evaluado y se ha confirmado su calidad, se procede a la criopreservacion. Este proceso
implica la congelacion del semen a temperaturas controladas, lo que garantiza su preservacion a
largo plazo sin perder su viabilidad. La criopreservacion permite almacenar el material genético

para ser utilizado posteriormente en inseminacion artificial o en estudios de investigacion.

Procesamiento de Embriones In Vitro

En el ambito de la reproduccion asistida, también se participa en el procesamiento de
embriones in vitro. El proceso comienza con la recoleccion de ovocitos, los cuales luego se
fecundan en el laboratorio. Después de la fecundacion, se supervisa cuidadosamente el desarrollo
de los embriones, asegurandose de que se mantengan en condiciones Optimas para su posterior

transferencia a animales receptoras.
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Colaboracion en la Ensefianza Practica

Como parte de mi labor, apoye directamente en la planificacion, desarrollo y ejecucion de
practicas académicas dentro del laboratorio. Me encargue de guiar a los estudiantes en la
recoleccion de semen bovino, la realizacion de pruebas de motilidad y morfologia, y el manejo
de semen para procesos de criopreservacion. También los supervise en el manejo de ovocitos, la
fecundacion in vitro y la manipulacién de embriones, asegurando de que sigan los protocolos

adecuados en cada procedimiento.

Proyectos de Extension

También participe en proyectos de extension que buscan acercar los servicios del
laboratorio a la comunidad. A través de estos proyectos, se promueven la interaccion entre el
laboratorio y los productores o personas interesadas en mejorar las practicas reproductivas de sus

animales, brindando asesoramiento y facilitando el acceso a servicios veterinarios especializados.

Medicina Preventiva y Terapéutica

Una parte importante de mi trabajo fue la atencion veterinaria preventiva, la cual incluye
actividades como la vacunacion de los semovientes y el monitoreo regular de su salud
reproductiva. Realizamos controles periddicos para detectar posibles problemas en el aparato
reproductivo de los animales y, en caso necesario, intervenciones tempranas para evitar

complicaciones o enfermedades.
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Resumen

La criopreservacion de semen equino es una herramienta fundamental en los programas
de reproduccion asistida, permitiendo conservar la fertilidad del semental y realizar
inseminaciones artificiales en momentos optimos. No obstante, este proceso puede inducir dafios
estructurales y funcionales en los espermatozoides, afectando su calidad. El presente estudio
evaluo el efecto de tres moléculas cafeina, heparina y pentoxifilina suplementadas en el medio de
congelacion, sobre diversos pardmetros espermaticos postdescongelacion, como la motilidad,
cinética y viabilidad. Para ello, 10 eyaculados de 5 equinos fueron colectados y diluidos en
Equiplus®, diluyente compuesto por leche desnatada, solucion tampon con azlcares y sulfato de
gentamicina, posteriormente suplementados con cafeina, pentoxifilina, heparina y criopreservado
a-196 °C. Una vez descongeladas las muestras se determind la movilidad y cinética espermatica
VE, HOST, y PMM, MT, MP, VSL, VCL, VAP, ALH, BCF, LIN, STR. Se realizaron
comparaciones de medias entre los tratamientos mediante la prueba de Tukey. La
suplementacion con PTX mejor6 la VE. La adicion de cafeina redujo la MT, MP y VE. Mientras
que la heparina no presénto ningun efecto. En definitiva, estas moléculas pueden mejorar la

calidad espermatica al ser adicionadas en concentraciones adecuadas.

Palabras clave: criopreservacion, semen equino, cafeina, heparina, pentoxifilina.
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Abstract

Equine semen cryopreservation is a fundamental tool in assisted reproduction programs,
allowing stallion fertility to be preserved and artificial inseminations to be performed at optimal
times. However, this process can induce structural and functional damage to sperm, affecting
their quality. This study evaluated the effect of three molecules—caffeine, heparin, and
pentoxifylline—supplemented in the freezing medium on various post-thawing sperm
parameters, such as motility, kinetics, and viability. To this end, 10 ejaculates from 5 horses were
collected and diluted in Equiplus®, supplemented with caffeine, pentoxifylline, and heparin, and
cryopreserved at -196 °C. Once the samples were thawed, sperm motility and kinetics were
determined: VE, HOST, and PMM, MT, MP, VSL, VCL, VAP, ALH, BCF, LIN, and STR.
Comparisons of means between treatments were performed using the Tukey test. PTX
supplementation improved VE. The addition of caffeine reduced MT, MP, and VE, while
heparin had no effect. In short, these molecules can improve sperm quality when added at

appropriate concentrations.

Key words: cryopreservation, equine semen, caffeine, heparin, pentoxifylline.



17

Capitulo I
Planteamiento del Problema
La criopreservacion del semen es una técnica clave en la biotecnologia reproductiva que
permite la conservacion de semen de alta calidad durante largos periodos. Esto facilita su
posterior uso en inseminacion artificial, garantizando la continuidad genética en diversas
especies. No obstante, el proceso de congelacion y descongelacion impacta negativamente la
calidad de los espermatozoides, alterando aspectos criticos como la motilidad, la progresividad,

la cinética y la integridad de la membrana.

Debido a las condiciones del proceso, durante la criopreservacion los espermatozoides
enfrentan cambios bruscos en la temperatura y la osmolaridad, lo que favorece la formacion de
cristales de hielo. Este fenomeno afecta negativamente su motilidad y viabilidad disminuyendo
de forma considerable su capacidad para fertilizar; esta problematica cobra especial importancia
en especies de alto valor econdmico, como los equinos, donde la inseminacion artificial es una

herramienta clave en los programas de mejoramiento genético (Cruz y Jaramillo, 2016).

En el caso del semen equino, la congelacion y descongelacion comprometen la
funcionalidad y la viabilidad de los espermatozoides, lo que disminuye las tasas de éxito en los
programas de inseminacion artificial. Por lo tanto, es crucial investigar alternativas que mejoren

la calidad del semen durante la criopreservacion, lo que optimizaria los resultados reproductivos.

Es por esto que la investigacion de aditivos que puedan mitigar los efectos negativos de

la criopreservacion representa una oportunidad importante en este campo.
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Dado lo anterior, el empleo de diluyentes ha sido considerado una estrategia util para
contrarrestar la baja actividad antioxidante del semen equino durante su congelacion. Aunque
numerosos estudios han analizado el efecto de diferentes compuestos antioxidantes sobre la
resistencia de los espermatozoides al proceso de criopreservacion, son escasas las
investigaciones que relacionan dichos efectos con la capacidad antioxidante total del diluyente

utilizado (Duque, y col., 2017).

Compuestos como la cafeina, la pentoxifilina y la heparina se han identificado como
posibles agentes que podrian influir positivamente en la motilidad y otros parametros funcionales
de los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion. Sin embargo, el impacto
especifico de estos aditivos en el semen equino congelado y descongelado auin no ha sido

suficientemente investigado.

Este proyecto tiene como objetivo evaluar el efecto de estos compuestos como aditivos
en el diluyente de congelacion del semen equino, con el fin de mejorar parametros clave como la
motilidad, la progresividad, la cinética del movimiento y la integridad de la membrana de los
espermatozoides. Ademas, se busca determinar como la inclusion de estos compuestos podria

optimizar la capacidad fertilizante del semen, tanto en su estado congelado como descongelado.
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Justificacion

La criopreservacion del semen es una herramienta fundamental en la biotecnologia
reproductiva, especialmente para la conservacion de gametos de alta calidad que permitan la

mejora genética y la preservacion de especies.

Gracias a la criopreservacion, es posible almacenar el material genético del semen por
tiempo indefinido, lo que permite utilizar el semen de un reproductor incluso después de su
fallecimiento mediante tecnologias de reproduccion asistida como la inseminacion artificial (IA).
Ademas, en casos de semen de baja calidad o con escasa disponibilidad espermatica, técnicas
como la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) permiten optimizar el uso del

semen de un semental (Luzko, y col., 2018).

Sin embargo, el proceso de congelacion y descongelacion de semen equino presenta
desafios significativos, ya que afecta considerablemente la motilidad, la progresividad y la

integridad de la membrana de los espermatozoides, lo que reduce su capacidad fertilizante.

Cabe destacar que, las dos principales causas que disminuyen la calidad del semen durante el
proceso de Criopreservacion son el dafio en la estructura de la membrana y el estrés osmético, lo
que provoca un aumento en la permeabilidad de la membrana y, como consecuencia, la entrada

de agua, iones y crioprotectores (Cruz, y Jaramillo., 2016).

Este problema impacta de manera directa los programas de inseminacion artificial,
esenciales para la mejora genética de caballos de alto valor. La capacidad de optimizar la calidad
del semen equino, especialmente tras la criopreservacion, es crucial para aumentar la eficiencia

de la reproduccion asistida y mejorar los resultados reproductivos en esta especie.
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Con el propdsito de, minimizar el dafio causado durante la criopreservacion de los
espermatozoides, se utilizan crioprotectores, que son soluciones disefiadas para proteger a los
espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacion. Estas soluciones deben
tener una presion osmética adecuada para reducir el dafio a la membrana plasmatica, no obstante,
la toxicidad de ciertos crioprotectores puede limitar el éxito de la criopreservacion (Consuegra.,

2019).

Por ello, es necesario buscar compuestos que no solo protejan eficazmente al
espermatozoide, sino que ademas no representen un riesgo para su funcionalidad. En la
actualidad, las técnicas tradicionales de criopreservacion de semen equino han demostrado
limitaciones significativas en cuanto a la viabilidad espermatica postdescongelacion, afectando
directamente las tasas de fertilidad. Por esta razon, surge la necesidad de investigar y desarrollar
nuevas estrategias que optimicen la preservacion de la integridad estructural y funcional de los

espermatozoides.

La mejora de la calidad espermatica tras la criopreservacion no solo aumentaria las tasas
de éxito de la inseminacion artificial, sino que también contribuiria al progreso genético en
especies de interés econdomico y deportivo. Las técnicas de reproduccion asistida, como la
inseminacion artificial, se han convertido en un pilar en la cria y el manejo de equinos, por lo que
la optimizacion de la criopreservacion del semen tiene implicaciones directas en la produccion

animal y la preservacion de genes valiosos.

A pesar de los avances en el campo de la criopreservacion, la busqueda de aditivos que
puedan mejorar la funcionalidad de los espermatozoides durante el proceso sigue siendo un area

de interés cientifico. Compuestos como la cafeina, la pentoxifilina y la heparina han sido
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estudiados en otras especies, como el bovino y el porcino, su aplicacion especifica en la
criopreservacion de semen equino ha sido menos explorada.

En relacién con esto, en bovinos, tanto la cafeina como la pentoxifilina se han empleado
en los procesos de hiperactivacion, capacitacion y fertilizacion in vitro. Ademas, la cafeina ha
demostrado estimular la capacitacion y la reaccion acrosdémica en espermatozoides de verraco.
En sementales, estudios previos han evidenciado que la cafeina ejerce un efecto estimulante
sobre la motilidad de los espermatozoides epididimarios (Rota, y col., 2018).

Pero su impacto sobre el semen equino congelado y descongelado no ha sido
completamente explorado. La investigacion de estos compuestos podria abrir nuevas
posibilidades para la mejora de la calidad espermatica y la capacidad fertilizante de los

espermatozoides, reduciendo los efectos adversos de la criopreservacion.

El estudio propuesto tiene una relevancia directa en la biotecnologia reproductiva y en los
sectores asociados a la cria de caballos, pues permitiria establecer estrategias mas eficientes para
la conservacion genética y mejorar las tasas de éxito reproductivo. La evaluacion de la cafeina, la
pentoxifilina y la heparina como aditivos en la criopreservacion del semen equino podria ofrecer
nuevas alternativas para optimizar los procesos de congelacion y descongelacion, garantizando
que los espermatozoides mantengan sus capacidades fertilizantes a lo largo del tiempo. Asi, este
estudio contribuye al avance de la ciencia reproductiva y tiene el potencial de transformar las
practicas de inseminacion artificial, generando un impacto positivo tanto en la ciencia como en la

industria equina.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la cafeina, pentoxifilina y heparina en la criopreservacion de semen

equino, con el fin de potenciar la capacidad fertilizante de los espermatozoides.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto de la cafeina, la pentoxifilina y la heparina como aditivos en el
diluyente de congelacion, sobre la motilidad, progresividad, cinética e integridad de membrana

de los espermatozoides equinos criopreservados y descongelados.

Evaluar el efecto de la cafeina, la pentoxifilina y la heparina como aditivos en semen
equino congelado y descongelado en la integridad de membrana, actividad mitocondrial y

vitalidad de los espermatozoides.
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Capitulo I1

Introduccion

Dentro de la especie equina la criopreservacion del semen ha revolucionado la forma en
que se aborda la reproduccion asistida en la medicina veterinaria. Esta técnica, que permite
conservar células espermaticas durante largos periodos sin pérdida inmediata de su capacidad
fertilizante, abre la puerta a la inseminacion artificial programada, a la conservacion de lineas
genéticas valiosas y a la reproduccion cruzada sin la necesidad de contacto fisico entre
ejemplares. Sin embargo, su aplicacion no esta exenta de desafios, a pesar de los avances en esta
biotecnologia, el proceso de congelacion y descongelacion del semen equino sigue siendo un
desafio debido a los efectos adversos que estos procesos generan en la motilidad, progresividad y

viabilidad de los espermatozoides durante la congelacion.

Sharafi, y col., (2022) senalan que, aunque la criopreservacion espermatica se ha
utilizado por mas de cien afios, los métodos actuales solo permiten que aproximadamente el 50
% de los espermatozoides conserven su viabilidad posterior al proceso. Esta reduccion se debe a
dafios en distintos componentes celulares, como la membrana plasmadtica, el nucleo, las
mitocondrias, las proteinas, el ARNm y los microARN. Para mitigar estos efectos negativos, se
han empleado tradicionalmente aditivos quimicos, tales como el glicerol, ademas de
antioxidantes, acidos grasos, azicares, aminodcidos y estabilizadores de membrana. Sin

embargo, estos enfoques no logran prevenir completamente el deterioro celular (p.1).

El proceso de congelacion y posterior descongelacion impone un fuerte estrés sobre los
espermatozoides. Las drésticas variaciones de temperatura, la formacion de cristales de hielo y
los cambios en la osmolaridad afectan directamente la viabilidad, motilidad y estructura celular

de los gametos. En otras palabras, el espermatozoide, lejos de permanecer intacto, sufre. Y esa



alteracion silenciosa pero significativa se traduce en una reduccion de su capacidad fertilizante.
Sumado a esto, el estrés oxidativo se considera uno de los principales factores involucrados en

estas alteraciones.

En consecuencia, el estrés oxidativo se reconoce como uno de los principales factores
asociados a las alteraciones que se manifiestan en el semen equino tras la criopreservacion. Este
fendmeno se origina por el aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
generado tanto por el choque térmico como por la composicion quimica de los crioprotectores

empleados en el proceso. (Restrepo, y col., 2012).

Ante esta problematica, ha surgido la necesidad de encontrar alternativas que mitiguen
los efectos negativos de la criopreservacion. Entre las estrategias propuestas, una de las mas
prometedoras es la incorporacion de aditivos bioactivos en los diluyentes utilizados para la
congelacion. Estos compuestos pueden funcionar como protectores celulares, moduladores del
metabolismo o activadores del movimiento espermatico, dependiendo de su naturaleza y

mecanismo de accion.

Por esta razon, los diluyentes empleados en la congelacion del semen estan compuestos
por agentes que regulan el pH, eliminan toxinas derivadas del metabolismo espermaético,
protegen frente a los cambios bruscos de temperatura, mantienen el equilibrio electrolitico y
osmotico, previenen el crecimiento bacteriano y proporcionan energia. Asimismo, deben
contener crioprotectores que impidan la formacion de cristales de hielo dentro y fuera de las

células. (Alvarenga y col., 2016).

Por esta razon, la mejora de los procedimientos de criopreservacion es esencial para

garantizar que el semen descongelado conserve su calidad y fertilidad. Asi, el presente trabajo
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tiene como objetivo principal evaluar el efecto de la pentoxifilina, la cafeina y la heparina como
aditivos en el diluyente de congelacion del semen equino, buscando mejorar parametros clave
como la motilidad, la cinética, la progresividad y la integridad de la membrana espermatica. Al
evaluar el efecto de la pentoxifilina, la cafeina y la heparina como aditivos en el diluyente de

congelacion del semen equino, se espera optimizar la calidad espermatica postdescongelacion.
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Revision bibliografica

La Especie Equina y sus Utilidades

La especie equina, representada principalmente por el caballo (Equus ferus caballus), ha
sido fundamental para el desarrollo de diversas civilizaciones a lo largo de la historia. Desde
tiempos remotos, los caballos han jugado un papel crucial no solo como animales de trabajo, sino
también como compaiieros en actividades recreativas y deportivas. Su utilidad y capacidad de
adaptacion han hecho de ellos aliados indispensables para el ser humano en distintos contextos

historicos (Muiiiz, M., 2010).

Asi mismo, el vinculo entre el hombre y el caballo ha evolucionado segun las
necesidades de cada época, reflejando la forma en que estos animales han sabido responder a los
desafios del entorno humano, ya sea en la agricultura, el transporte, la guerra, el deporte o la
rehabilitacion. Los caballos han dejado una huella profunda en la historia, la economia y la

cultura de multiples sociedades (Mihok y Montijano, 2016).

No obstante, hoy en dia la especie equina con su gran versatilidad y adaptabilidad sigue
siendo un recurso invaluable para la humanidad. A lo largo de los siglos, los caballos han dejado
una huella imborrable en la historia, la economia, el deporte y la cultura mundial. Ya sea como
animales de trabajo, compafieros en el deporte, o aliados terapéuticos, los caballos continuan

siendo una parte esencial de nuestras vidas (Stern, C., y Chur-Hansen, 2019).

Ademas, el equino desempefia un papel fundamental en las terapias asistidas con
caballos, ya que contribuye de manera significativa al bienestar emocional y mental de las

personas. En la actualidad las terapias ecuestres son una metodologia de rehabilitacion cada vez
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mas comun dentro del tratamiento que reciben personas con distintos tipos de discapacidades

(Jiménez, A., 2018).

En este contexto, el caballo actiia como un agente motivador, generando un vinculo
afectivo que impulsa la participacion del paciente. Asimismo, su presencia ayuda a que los
individuos enfrenten y superen sus temores, fortaleciendo su autoestima y la confianza en el
equipo terapéutico. A medida que avanza el tratamiento, se observan mejoras en funciones
cognitivas como la concentracion, la atencion y la memoria, lo cual repercute positivamente en el

desempefio general del paciente en sus actividades diarias (Tandalla, B., 2023).

Comportamiento Sexual del Equino

La conducta sexual del semental se divide en cortejo y apareamiento. El cortejo son los
patrones de conducta por los cuales el macho y la hembra se hacen saber que estan listos para la
copula. Durante el cortejo los sementales detectan mediante los 6rganos de los sentidos las
sefiales visuales, auditivas y olfatorias enviadas por la hembra. El semental se aproxima a la
yegua y comienza su exploracion olfatoria de frente a la yegua, asi como de la region genital y
de la orina. Con el contacto nasal el semental manifiesta el caracteristico signo de Flehmen, que
consiste en elevar la cabeza, replegando los labios de tal manera que muestre los dientes (Trejos,

S., y Guzman, R., 2009).

En este sentido. El apareamiento o copula implica la ereccidn, la monta, la introduccion
del pene a la vagina, los movimientos pélvicos por parte del macho, la postura de la hembra y la
eyaculacion del garafion. La eyaculacion es un proceso secuencial que envuelve tres eventos:

ereccion, emision y eyaculacion. La ereccion es el alargamiento y endurecimiento del pene,
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como resultado del llenado del cuerpo cavernoso con sangre, asi como también el cuerpo

esponjoso (Montalvo, I., y Aguirre R., 2019).

En consecuencia, es durante estos momentos clave cuando se evalia la libido del
semental, colocandolo en contacto con la yegua en estro para observar su reaccion. La
experiencia sexual del semental depende de esta respuesta, asi como del manejo adecuado del
animal y, en algunos casos, del periodo reproductivo en el que se encuentre (McDonnell, S.,

1986).

La mayoria de los sementales logran una ereccion en los primeros dos minutos de
interaccion precopulatoria, y montan un minuto después de ésta. Mas del 70% logran eyacular
en la primera monta, y mas del 90% en la segunda. El 75% de las ocasiones la eyaculacion
ocurre luego de seis a ocho movimientos de friccion intra-vaginales profundos. Después de
eyacular, el semental olfatea la region genital de la yegua y el Piso, respondiendo con miccion

y Flehmen (Vazquez, L., 2016).

Biotecnologias Reproductivas

La industria equina ejerce un importante papel como fuente generadora de empleo y
renta. Las biotecnologias de la reproduccion constituyen una valiosa herramienta para la mejora
mundial en la especie equina. Dentro de las técnicas se encuentra la inseminacion artificial (IA),
que probablemente es la biotecnologia con mayor impacto en la cultura equina (Canisso, y col.,

2008).

En efecto, la inseminacion artificial representa una herramienta clave para mejorar la

eficiencia reproductiva de la especie, ya que posibilita un uso mas racional de los reproductores,
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elimina los riesgos asociados a accidentes durante la monta y permite un seguimiento constante
del material seminal. Asimismo, proporciona la oportunidad de controlar eficazmente

infecciones y enfermedades coitales (Misas, P., 1991).

En cuanto a su procedimiento, la inseminacion artificial (IA) es una técnica reproductiva
que consiste en la recoleccion de semen proveniente de un semental, caballo macho no castrado,
seleccionado por su alto valor genético, para su posterior introduccion en el itero de una yegua
en fase de receptividad sexual, coincidiendo con el momento de la ovulacion, con el propdsito de
lograr la fertilizacion (Olguin, y Esquivel., 2008). Sin embargo. “El éxito del proceso depende de
algunas variables como es el uso de semen fresco, refrigerado y congelado” (Chamba, y col.,

2017).

Por otro lado, la criopreservacion del semen equino es una técnica biotecnologica que
permite la conservacion del material genético de sementales mediante la congelacion del semen a
temperaturas extremadamente bajas, generalmente en nitrogeno liquido a -196 °C. Este proceso
facilita la preservacion de la viabilidad espermatica por periodos prolongados, posibilitando su
uso posterior en programas de inseminacion artificial y contribuyendo a la mejora genética y

conservacion de razas equinas (Vargas., 2013).

Con miras a mejorar la eficiencia reproductiva, la optimizacion de la criopreservacion de
esperma equino facilitard la conservacion genética y la propagacion de importantes estirpes
equinas mediante reproduccion asistida. La primera gestacion obtenida con semen de semental
congelado fue reportada en 1957 por Barker y Gandier. Sin embargo, el uso efectivo y
generalizado de esperma equino congelado atn es limitado, principalmente debido a su

asociacion con baja fertilidad y resultados inconsistentes. (Devireddy, y col., 2002).
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Cabe destacar que la capacidad de utilizar espermatozoides de sementales criopreservado
ha aumentado el uso de la inseminacion artificial en la industria equina. Una de las principales
ventajas de usar semen criopreservado es que el semen puede ser almacenado y utilizado para
inseminar yeguas en un momento posterior, cuando el semental no puede ser recolectado o

incluso ha fallecido (Moore, y col., 2005).

En linea con lo anterior, los procesos de congelacion de semen son conocidos por
producir un incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERQO), a causa del
desacoplamiento del metabolismo oxidativo normal de los espermatozoides. Se ha descrito que
la criopreservacion del semen conduce a la pérdida de la actividad de defensa antioxidante,

principalmente a causa de la alteracion de las enzimas antioxidantes (Restrepo, y Rojano., 2017).

Los diluyentes se han constituido como una alternativa para compensar las deficiencias
antioxidantes del semen equino durante su congelacion. Muchas investigaciones han estado
dirigidas a evaluar el efecto de diversos aditivos con propiedades antioxidantes sobre la
criotolerancia de los espermatozoides equinos; sin embargo, en limitadas ocasiones se ha
relacionado dicha propiedad con la capacidad antioxidante total (CAT) del diluyente (Duque, y

col., 2017).

Complementando lo expuesto, se espera que un diluyente sea capaz de preservar la
capacidad fecundante de los espermatozoides ademas de su motilidad; también debe tamponar la
acidificacion del medio consecuencia del metabolismo de los espermatozoides, proveerlos de
nutrientes o sustratos metabolizables que aumenten su longevidad ya que les aportan energia,
especialmente si estdn en condiciones ambientales desfavorables en las cuales no sobrevivia en

condiciones puras (Abril, K., 2023).
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Refrigeracion Del Semen Equino

En el contexto de la reproduccion asistida, la refrigeracion del semen equino es una
técnica que ha ganado popularidad en los ultimos afios debido a su capacidad para almacenar y
transportar semen, manteniendo su potencial de fertilizacion por aproximadamente 24 horas.
Para mejorar la conservacion del semen, se han utilizado diluyentes, los cuales pueden incluir
sustancias antioxidantes que ayudan a preservar su calidad durante el proceso de almacenamiento

(Abril., 2024).

En este sentido, la refrigeracion del semen equino ayuda a mantener una motilidad y
concentracion espermatica adecuadas. Sin embargo, con el paso del tiempo, el vigor de los
espermatozoides tiende a disminuir, lo que indica que, aunque esta técnica es ttil a corto plazo,

su efectividad disminuye con el tiempo (Valim, y col., 2024).

Por lo tanto, el uso de semen equino refrigerado resulta efectivo para conservar la
viabilidad de los espermatozoides durante el transporte y almacenamiento, sin afectar su
capacidad de fecundar. Esta técnica permite extender su vida util hasta por 48 horas, siempre que

se mantenga una temperatura minima de 5 °C (Luzco, y col., 2021).

Teniendo en cuenta, que la refrigeracion puede afectar la calidad del semen equino, es
importante aplicar ciertos cuidados para mantener la viabilidad de los espermatozoides por mas
tiempo. Una forma efectiva de hacerlo es disminuyendo su actividad metabolica, lo cual se
consigue al diluir el semen en un medio adecuado y reducir gradualmente la temperatura

(Serrano., 2024).

En consecuencia, se ha determinado que el semen equino puede conservarse refrigerado

durante 24 horas sin que se presenten alteraciones significativas en sus caracteristicas, gracias al
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efecto protector del diluyente; no obstante, su almacenamiento por mas de 48 horas no es
recomendable, ya que la funcionalidad espermatica disminuye considerablemente (Giraldo, y

col., 2006).

Criopreservacion Del Semen Equino

De manera general, la criopreservacion del semen equino permite preservar
indefinidamente el material genético de un reproductor, lo cual resulta especialmente valioso al
posibilitar su utilizacion en programas de reproduccion asistida como la inseminacion artificial,
incluso después de la muerte del animal. En casos donde la calidad o cantidad de
espermatozoides es limitada, técnicas como la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) permiten maximizar el aprovechamiento del material seminal disponible (Remezovski, y

col., 2018).

En este sentido, la criopreservacion de semen es un procedimiento clave en el avance de
biotecnologias aplicadas a la reproduccion asistida. Se utiliza en técnicas como la inseminacion
artificial y la produccion de embriones, tanto por métodos in vivo como in vitro. Esta tecnologia
de conservacion permite una amplia distribucion y una correcta disponibilidad del material
genético de ejemplares valiosos, lo que favorece la implementacion de programas de

mejoramiento genético (Benjamin, A, y col., 2013).

En consecuencia, la criopreservacion de semen se enfrenta a diversos desafios durante su
proceso, ya que expone las células a estrés causado por las bajas temperaturas y desequilibrios
osmoticos. Este tipo de estrés es principalmente resultado de la formacion de hielo extracelular,
aunque la adicion de crioprotectores también puede generar este tipo de alteraciones, lo que pone

en riesgo la viabilidad de los espermatozoides (Pérez, y col., 2017).
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Sin embargo, la criopreservacion del semen de sementales aiin no ha logrado alcanzar la
eficacia y los resultados exitosos observados en otras especies. Esto se debe, en gran parte, a que
los espermatozoides de los sementales son mas vulnerables al proceso de congelacion, lo que
provoca un aumento en el estrés oxidativo y dafios en la membrana plasmatica. Estos factores
desencadenan multiples mecanismos de dafio celular que pueden terminar en la fragmentacion

del ADN y la muerte celular (Contreras, y col., 2020).

A pesar de los avances significativos, en la investigacion sobre la criopreservacion de
semen equino, aun persisten lagunas en el conocimiento, particularmente en lo que respecta a la
relacion entre la reduccion del estrés oxidativo durante el proceso de criopreservacion y su

impacto en la calidad seminal resultante (Usuga, y col., 2016).

Diluyentes Comerciales y Naturales

Para comenzar, la composicion de los diluyentes utilizados en la criopreservacion del
semen equino juega un papel crucial en la criotolerancia, asi como en la capacidad fecundante de

los espermatozoides después de la descongelacion (Restrepo, B, y col., 2014).

Por lo tanto, los diluyentes empleados en la congelacion del semen equino generalmente
incorporan una base que proporciona energia, ademas de compuestos tampon, antibidticos y
crioprotectores. Seleccionar el diluyente apropiado resulta fundamental para lograr una

criopreservacion exitosa (Caldevilla, y col., 2020).

En este sentido, los diluyentes mas empleados en la criopreservacion del semen equino se
componen principalmente de leche en polvo sin grasa, glucosa y agua estéril. Otros diluyentes se

basan en yema de huevo o leche descremada. La yema de huevo es uno de los crioprotectores
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mas efectivos que no penetra la célula, protegiendo a los espermatozoides del choque térmico;

sin embargo, su eficacia varia segun la especie (Alvarenga, y col., 2005).

En este contexto, algunos diluyentes comerciales se destacan por su amplio uso en la
criopreservacion del semen equino, asi como por las numerosas investigaciones que han
evaluado su efectividad. Tal es el caso de los diluyentes INRA 82 e INRA 96, los cuales estan
formulados con componentes como sales de Hanks, glucosa, lactosa, rafinosa, fosfocaseina,
citrato sodico, citrato potasico y leche desnatada. Ademas, suelen ser suplementados con yema
de huevo y glicerol para el proceso de congelacion (Janett, y col., 2012, como se citd en

Restrepo, y col., 2014).

Asi mismo, se ha investigado la suplementacion de los diluyentes con diversas sustancias
proteicas que funcionan como crioprotectores extracelulares, tales como la yema de huevo, la
albumina sérica bovina, el suero equino, el suero bovino, la proteina de soya, el alcohol
polivinilico y la leche descremada ultra pasteurizada. La combinacion de los efectos beneficiosos
de estas sustancias ha generado un enfoque significativo en la busqueda de nuevas formulaciones

de diluyentes que optimicen la conservacion del semen equino (Henao, y col., 2013).

Asimismo, el medio diluyente Botucrio® para la congelacion de semen equino emplea
una combinacion de glicerolmetilformamida como agente crioprotector, junto con una base
enriquecida con 20 aminodacidos diferentes. Las evaluaciones in vitro realizadas con semen
descongelado tratado con Botucrio® han mostrado una mejora en los pardmetros de motilidad en
comparacion con aquellos diluyentes que utilizan tinicamente glicerol como crioprotector (Tigse,

V, A., 2023).
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Por otro lado, el diluyente INRA 96 es un medio de conservacion elaborado a partir de
proteinas micelares purificadas de la leche, cuya capacidad para proteger a los espermatozoides

respalda su eficacia y lo posiciona como un diluyente confiable (Tigse., 2023).

Agentes Capacitantes

En los mamiferos, los espermatozoides recién eyaculados son moéviles y viables; sin
embargo, no poseen aun la capacidad de fecundar al ovocito. Para que puedan cumplir esta
funcidn, es necesario que se produzca el proceso de capacitacion, el cual constituye un
prerrequisito indispensable previo a la fecundacion. Este fendémeno ocurre in vivo, como
resultado de la interaccion de los espermatozoides con diversos factores presentes en el tracto
reproductivo femenino (Risopatrén, y col., 2005).

Actualmente, a pesar de los importantes avances cientificos, ain persisten muchas
incognitas sobre los mecanismos que inducen la capacitacion espermatica. Sin embargo, se ha
logrado establecer que durante este proceso ocurren modificaciones lipoproteicas en la
membrana celular, las cuales permiten que el espermatozoide responda a estimulos especificos y
lleve a cabo la reaccion acrosomica (Arenas, E, y col., 2010).

Por tal razdn, los glicosaminoglicanos (GAG), como la heparina, presentes en el medio
de cultivo, promueven la capacitacion espermatica y la reaccion acrosdémica in vitro, ya que
facilitan la eliminacion de componentes del plasma seminal que se encuentran adheridos a la

superficie del espermatozoide (Palomino, G., 2019).

Asimismo, la heparina presenta una estructura similar a la de los glicosaminoglicanos
(GAG), los cuales son secretados en grandes cantidades en el oviducto y en los fluidos uterinos

durante la fase folicular de la yegua. Esta similitud estructural sugiere que la heparina podria
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participar en el proceso de capacitacion espermatica al facilitar la salida de colesterol y

fosfolipidos desde la membrana espermatica (Usuga, S, A., 2017).

De manera similar, la incorporacion del glicosoaminoglicano heparina al medio de
cultivo favorecio el inicio temprano del proceso de capacitacion y la reaccion acrosémica en los
espermatozoides de sementales in vitro, un efecto que también ha sido reportado previamente en

especies como bovinos, hamsters, humanos y conejos (Varner, D, y col., 1993).

Por otro lado, en equinos, los estudios han demostrado que la suplementacién con
pentoxifilina (PTX) incrementa los niveles intracelulares de AMPc en los espermatozoides
provenientes del epididimo, lo que a su vez se traduce en un aumento en el nimero de

espermatozoides moviles (Guasti, P, y col., 2017).

En efecto, la incorporacion de pentoxifilina en semen refrigerado parecidé mejorar la
motilidad total y progresiva de los espermatozoides en un rango estimado entre el 10 % y el 20
%, segln observaciones visuales no cuantificadas. En cuanto al semen sometido a
criopreservacion y posterior descongelacion, se evidenciaron diferencias significativas

atribuibles al semental utilizado (Gradil, C. M., y Ball, B. A. 2000).

En consecuencia, se observé que la incorporacion de 5 mM de cafeina al semen equino
descongelado incrementd notablemente la motilidad de los espermatozoides y disminuy6 los
niveles de nitritos, lo que contribuyd a una mejora general en la calidad seminal y en las tasas de

fertilidad tras la inseminacion artificial en yeguas (Alves, N, y col., 2021).
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Capitulo I1I

Metodologia

Diserio Experimental

Resumidamente, el material seminal equino se obtuvo mediante vagina artificial para su
posterior dilucion con criopreservantes. Seguido a esto, la muestra se dividid en 4 fracciones a
las cuales se les aplicaron los respectivos tratamientos, para poder ser sometido a

criopreservacion y almacenamiento (Figura 1).

Figura 1

Obtencion de Muestras y Respectiva Criopreservacion Seminal.
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Nota. La imagen representa el proceso experimental aplicado a las muestras seminales equinas,
desde su recoleccion hasta la criopreservacion, incluyendo la distribucion en los diferentes grupos de

tratamiento. Fuente: Madero, 2025.



De forma resumida, se muestra el analisis post descongelacion realizado a las distintas

pajillas evaluadas con sus respectivos tratamientos (Figura 2).
Figura 2
Analisis Post descongelacion
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Nota. La imagen muestra los analisis realizados post descongelacion de las diferentes pajillas correspondientes

a cada uno de los tratamientos evaluados. Fuente: Madero, 2025.

Criterios de Inclusion y Exclusion

Los animales seleccionados fueron caballos de raza Criollo Colombiano, con un rango de

edad entre los 4 y 7 afios, especificamente aquellos que ya se encontraban en su periodo de vida

util reproductiva. Estos ejemplares no presentaban alteraciones, enfermedades previas o
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trastornos reproductivos que comprometieran la calidad espermatica y con fertilidad

comprobada.

De igual manera, el material seminal de los animales utilizados fue evaluado previamente
mediante el sistema CASA (de sus siglas en inglés: Computer-Assisted Semen Analysis) para
garantizar la calidad de los eyaculados. Dentro de los parametros tenidos en cuenta fueron,
motilidad total superior al 50% y motilidad progresiva por encima del 25%. Valores inferiores a
estos indican una capacidad cinematica y fertilizante comprometida y por ende la exclusion de

dichos caballos de la investigacion.

Asimismo, se tuvo en cuenta que estos animales no hubiesen recibido tratamientos con
antibioticos en dias previos, ya que dichos tratamientos pueden afectar la calidad de las muestras
seminales. Por ultimo, se garantizaron muestras libres de impurezas y que no presentaran

aglutinacion.

Obtencion y Preparacion de las Muestras

Para la investigacion se colectaron 10 eyaculados provenientes de cinco caballos criollos
colombianos ubicados en diferentes zonas del departamento Antioquia. La colecta del semen se
llevo a cabo mediante el uso de una vagina artificial equina, modelo Missouri. Para cada colecta
se excluyo la fraccion gel por método de filtracion con papel filtro de leche. Una vez colectado y
filtrado el material seminal, se determiné la concentracion de espermatozoides mediante un
fotdmetro previamente configurado para la especie equina, y se realizé la dilucion a una
proporcién 1:1 en medio comercial Equiplus® la muestra fue transportada en una nevera
isotérmica a una temperatura promedio de 5 °C hasta el laboratorio de reproduccidon animal,

ubicado en la estacion agraria San Pablo, en Rionegro.
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Una vez en el laboratorio, se evalu6 la movilidad y cinética espermatica y,
posteriormente se procedio a centrifugar para eliminar el diluyente de transporte y adicionar el
medio de congelacion a base de Equiplus®, 5% de Dimetilformamida (DMF) y 5% de yema de

huevo centrifugada.

Centrifugacion

El semen diluido fue centrifugado a 400G durante 15 minutos. Posterior a este proceso,
mediante micropipetas se eliminé el sobrenadante, y el precipitado compuesto por las células
espermaticas fue re-suspendido en el diluyente de congelacion, ajustando la concentracion a 100

millones de espermatozoides por mililitro.

Aplicacion de Tratamientos

Para la suplementacion de los tratamientos planteados, se prepararon alicuotas de los
diferentes tratamientos para su adicion al semen diluido. En el caso de la pentoxifilina, se
prepar6 una solucion stock a 100 mM, adicionando 250 pL de esta molécula al semen diluido,
para un volumen final de 5 mL, logrando una concentracion final de 5 mM de pentoxifilina

(Alves, C., 2021).

De manera similar, para la cafeina se prepard una solucion stock a 100 mM,
suplementando 250 pL de esta solucion al semen diluido, completando un volumen final de 5

mL, para una concentracion final de 5 mM de cafeina (Mendoza, A., 2023; Alves, C., 2021).

En cuanto a la heparina, se prepar6 una solucion stock a 2000 pg/mL, adicionando 25 uL
a 5 mL de semen diluido, alcanzando una concentracion final de 10 mM de heparina (Mendoza,

A., 2023).
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Como control, se utiliz6 el mismo semen diluido con Equiplus ®, 5 % de yema de huevo

y 5 % de Dimetilformamida.

Almacenamiento

Tras aplicar los tratamientos, el semen se empacdé en pajillas de 0,5 mL con empajilladora
manual (Pipettierhelfer micro-classic) y se sometid a un proceso de estabilizacion térmica.
Primeramente, se colocaron las pajillas durante 2 horas en un refrigerador a 5°C. Luego, se
sometio a vapores de nitrogeno durante 15 minutos, para descender a una temperatura
aproximada de -120°C, y finalmente, se sumergio en termos de nitrogeno liquido, donde se

mantuvo almacenado a -196°C hasta su posterior descongelamiento para su evaluacion seminal.

Evaluacion

En cumplimiento de los objetivos especificos se realizaron las siguientes evaluaciones:

Movilidad, Cinética Espermatica Y Penetracion De La Mucosidad

La movilidad, cinética y penetracion de la mucosidad de los espermatozoides equinos se
evaluaron mediante una adaptacion del protocolo propuesto por (Mesa, y col., 2012). Utilizando
el sistema de analisis computarizado CASA (Hamilton Thorne Semen Analyser, HTM-IVOS,
version 12.3; Hamilton Thorne Research, Massachusetts, EE. UU.), equipado con una placa
térmica ajustada a 37 °C. El sistema fue previamente configurado con informacion especifica de
la muestra, incluyendo volumen, dilucidén, campos de lectura y especie. Para la evaluacion, se
depositd una gota de 5 uLL de semen sobre un portaobjetos precalentado a 37 °C y se cubrid con
un cubreobjetos. Se analizaron al menos 500 células distribuidas en cinco campos distintos. Los

parametros evaluados incluyeron movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), velocidad
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lineal (VSL), velocidad curvilinea (VCL), velocidad promedio (VAP), desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH), frecuencia de batido (BCF), linealidad (LIN) e indice de rectitud (STR) y (PM)

penetracion de la mucosidad. (Anexo 1).

Integridad Estructural de la Membrana Plasmadtica (Vitalidad)

La viabilidad espermatica se evalué mediante una modificacion del protocolo descrito
por (Gamboa, y col., 2010), utilizando el kit Live/Dead (Molecular Probes Inc.). Para ello, se
prepard una suspension celular con una concentracion de 20 x 10° espermatozoides/mL, la cual
fue incubada durante 8 minutos a 37 °C con la sonda SyBR-14 a una concentracion final de
6 mM. Posteriormente, se afiadid yoduro de propidio (PI) a una concentracion de 0.48 mM,
seguido de una segunda incubacién a la misma temperatura durante 7 minutos. Finalmente, se
evaluaron 200 células espermaticas utilizando un microscopio de fluorescencia E200 con
lampara HBO (Nikon Inc., Japon), empleando longitudes de onda entre 550 y 595 nm. (Anexo

2).

Integridad Funcional de la Membrana Plasmadtica (Host)

La integridad funcional de la membrana plasmatica se evalué mediante el test de
hinchamiento hipoosmético (HOST), con modificaciones al protocolo descrito por (Neild, y col.,
2000). La solucion hipoosmotica fue preparada a base de sacarosa y agua destilada. Para la
evaluacion, se colocaron 200 pL de la solucion HOST y 20 puL de la muestra de semen en tubos
Eppendorf, los cuales fueron incubados durante 30 minutos en un bafio Maria a 37 °C. Finalizada
la incubacion, se tomaron 5 pL. de la mezcla, se colocaron sobre un portaobjetos con su
respectivo cubreobjetos, y se contaron 200 espermatozoides por lamina utilizando un

microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.). Esta prueba permitié determinar el
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porcentaje de espermatozoides con membranas funcionales, evidenciado por la curvatura o
enrollamiento del flagelo como respuesta al medio hipoosmético. (Basioura, y col., 2018).

(anexo 3).

Actividad Mitocondrial

La actividad mitocondrial se evalué mediante el uso de la sonda fluorescente especifica
JC-1 (MitoProbe™ JC-1 Assay Kit, Invitrogen), a partir de una modificacién del protocolo
descrito por (Guo, y col., 2017). Para ello, se tifié una muestra de 30 pLL de semen con la sonda
JC-1 a una concentracion final de 0.4 uM y posteriormente incubada durante 15 minutos a 37 °C.
El potencial de membrana mitocondrial (A%¥Y'm) se determiné mediante el analisis de 200 células
espermaticas utilizando un microscopio de fluorescencia E200 con ldmpara HBO (Nikon Inc.,

Japon), empleando longitudes de onda entre 550 y 595 nm. (Anexo 4)

Andlisis Estadistico

Los anélisis estadisticos se realizaron mediante el programa SAS Studio. Se realiz6 un
analisis descriptivo general sobre la calidad del semen global y por tratamiento. Se realizo la
prueba de Smirnov-Kolmogorov para evaluar la distribucion normal de los datos y se realizaron
transformaciones Arcoseno y logaritmicas para variables porcentuales y no normales. Se ajusto
un modelo lineal mixto por tratamiento para cada variable dependiente, incluyendo el efecto fijo
del tratamiento y el efecto aleatorio anidado del eyaculado dentro del equino Eyac (Equino). La
comparacion de las medias entre los tratamientos se realizé mediante la prueba de Tukey. Se
realizé un andlisis de correlacion entre las variables de calidad seminal y la prueba de
penetracion de la mucosidad como indicador de potencial fertilizante. Significancia estadistica

fue otorgada cuando p<0.05.



Resultados

Capitulo IV

44

A continuacion, se encuentra el analisis descriptivo de la distribucion para las variables

de calidad seminal por tratamiento. Los histogramas en la diagonal muestran la distribucion de

cada variable, mientras que los graficos de dispersion en las demads celdas permiten identificar

tendencias o correlaciones entre pares de variables (Figura 3, 4, 5, 6).

Figura 3

Matriz de diagramas de dispersion con las variables MT, MP, VAP, VSL, VCL. Correspondiente

al tratamiento de cafeina y control.

Matriz del diagrama de dispersién

TRATAMIENTO=Cafeina

MT MP

VAP

VvsL

VCL

MT

Matriz del diagrama de dispersion

TRATAMIENTO=Control

MP

VAP

VsL

vCL

MT

il

MT

iz

-

VAP MP

VSL

3N N

MP

VAP

VvCL

1

i

L

VsL

s

Nota. Se presenta la relacion entre las variables movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), velocidad

promedio de trayecto (VAP), velocidad en linea recta (VSL) y velocidad curvilinea (VCL) en los tratamientos

con cafeina y control. Fuente: Madero, 2025.
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Figura 4
Matriz de diagramas de dispersion con las variables VE, HOST, PMM Y PM en los diferentes

tratamientos.
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Nota. Se presenta la relacion entre las variables viabilidad espermatica (VE), integridad de membrana
plasmatica (HOST), porcentaje de espermatozoides con alta y baja integridad de membrana (ALTOPMM y
BAJOPPM) y (PM), penetracion de la mucosidad. Evaluadas en los tratamientos con cafeina, control, heparina

y pentoxifilina. Fuente: Madero, 2025.



Figura 5
Matriz de diagramas de dispersion con las variables ALH, BCF, STR, LIN, RAPIDOS en los

diferentes tratamientos.
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Nota. Se presenta la relacion entre las variables amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH),
frecuencia de batido de la cola (BCF), rectitud (STR), linealidad (LIN) y porcentaje de espermatozoides
rapidos, en semen equino postdescongelacion, evaluadas bajo tratamientos con cafeina, control, heparina y

pentoxifilina. Fuente: Madero, 2025.
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Figura 6
Matriz de diagramas de dispersion con las variables MT, MP, VAP, VSL, VCL. Correspondiente

al tratamiento de heparina y pentoxifilina.
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promedio de trayecto (VAP), velocidad en linea recta (VSL) y velocidad curvilinea (VCL) en los tratamientos

con heparina y pentoxifilina. Fuente: Madero, 2025.

Se logra observar el analisis descriptivo de los pardmetros evaluados movilidad, cinética, vitalidad,
integridad funcional, actividad de membrana mitocondrial, y penetracion de la mucosidad correspondientes al
semen equino post descongelado. Para ello, se descongelaron dos pajillas por tratamiento en bafo maria a 37

°C por 1 minuto (Tabla 1).



Tabla 1

Analisis descriptivo del semen equino post descongelacion
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Variable n Media Desviacion Error Coeficiente Limite de Limite de
Estandar Estandar  de Variacion confianza confianza

inferior superior
(95%) (95%)

MT 80 63,81 17,56 1,96 27,52 59,90 67,72

MP 80 36,08 15,30 1,71 42.42 32,67 39,48

VAP 80 49,70 10,32 1,15 20,77 47,41 52,00

VSL 80 37,94 10,26 1,15 27,03 35,66 40,22

VCL 80 99,37 22,76 2,54 22,91 94,31 104,4

ALH 80 6,81 7,80 0,87 114,64 5,07 8,54

BCF 80 28,11 5,63 0,63 20,04 26,86 29,36

STR 80 70,18 10,24 1,15 14,60 67,90 72,45

LIN 80 48,99 20,04 2,24 40,90 44,53 53,45

VE 80 46,11 8,40 0,94 18,21 44,24 47,98

HOST 80 39,88 6,23 0,70 15,62 38,49 41,26

RAPIDOS 80 62,88 18,25 2,04 29,02 58,82 66,94

A PMM 80 47,15 8,79 0,98 18,64 45,19 49,11

B PMM 80 52,99 8,90 0,99 16,79 51,01 54,97

PM 80 10,12 8,32 0,93 82,23 8,27 11,97

Nota. La tabla presenta el analisis descriptivo de los parametros evaluados en el semen equino
posdescongelacion. Las variables analizadas fueron: MT (motilidad total), MP (motilidad progresiva), VAP

(velocidad promedio de trayectoria), VSL (velocidad en linea recta), VCL (velocidad en trayectoria

curvilinea), ALH (amplitud lateral de la cabeza), BCF (frecuencia de batida de la cabeza), STR (indice de

rectitud), LIN (indice de linealidad), VE (vitalidad espermatica), HOST (integridad funcional de la membrana

plasmatica), RAPIDOS (porcentaje de espermatozoides rapidos), A PMM y B PMM (potencial de membrana

mitocondrial tipo Alto y tipo Bajo, respectivamente), y PM (capacidad de penetracion en mucosidad).



Tabla 2

Analisis post descongelacion por tratamiento del semen equino
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TRATAMIENTO
Variable Control Cafeina Heparina Pentoxifilina
MT 67,75 +2,54 53,75+3,74 59,70 £ 3,74 74,05 +1,93
(62,43 -73,07) (45,91 - 61,59) ** (48,75 - 70,65) (70,02 - 78,08)
MP 37,25 +1,99 25,60 £2,38 34,50 +2,38 46,95 +£3,34
(33,09 -41,41) (20,63 - 30,57) * (26,19 - 42,81) (39,97 - 53,93)
VAP 49,15+2,73 43,53 +£1,58 52,08 +1,58 54,06 £2,72
(43,43 - 54,87) (40,23 - 46,83) (49,51 - 54,65) (48,37 - 59,75)
VSL 36,63 +£2,31 32,09 +2,07 40,59 £2,07 42,45+278
(31,80 - 41,46) (27,75 - 36,42) (38,32 - 42,86) (36,62 - 48,28)
VCL 101,74 £ 5,67 93,32 +4,27 99,88 +£4,27 102,56 + 5,18
(89,87 - 113,60) (84,38 - 102,25) (88,85 -110,91) (91,73 - 113,39)
ALH 5,92 +0,29 498 +0,33 8,10 £0,33 8,23 £2,47
(5,32 -6,52) (4,30 - 5,66) (2,99 - 13,20) (3,05 - 13,40)
BCF 27,60 +1,93 27,54 £ 0,80 28,24 +0,80 29,07 £1,26
(23,56 - 31,64) (25,85 -29,22) (26,68 -29,80) (26,42 - 31,71)
STR 67,85+2,15 66,65+ 1,84 73,15+ 1,84 73,05 £2,56
(63,34 - 72,36) (62,80 - 70,50) (68,27 - 78,03) (67,70 - 78,40)
LIN 46,45 + 3,41 39,45 +3,45 49,30 +£3,45 60,75 +5,71
(39,31 -53,59) (32,23 - 46,67) (41,21 -57,39) (48,80 - 72,70)
VE 46,70 £ 1,64 40,55+ 1,84 44,15+ 1,84 53,05 +£1,39
(43,26 - 50,14) (36,70 - 44,40) ** (41,00 - 47,30) (50,14 - 55,96) **
HOST 40,65 +1,12 37,10 £1,18 3820+1,18 43,55+1,33
(38,30 - 43,00) (34,64 - 39,56) (34,99 -41,41) (40,76 - 46,34)
66,87 £2,43 53,70 £3,72 59,55 +3,72 71,40 £ 3,49
RAPIDOS (61,78 - 71,96) (45,91 - 61,49) (48,55 - 70,55) (64,09 - 78,70)
48,15+1,82 43,15+2.30 47,75 +£2,30 49,55+ 1,61
ALTOPMM (44,34 - 51,96) (38,33 -47,97) (43,77 - 51,73) (46,17 - 52,93)
52,40 £ 1,94 56,85 £2,30 52,25 +2,30 50,45 £ 1,61
BAJOPMM (48,35 - 56,45) (52,03 - 61,67) (48,27 - 56,23) (47,07 - 53,83)
p 13,12 £ 2,07 5,48 £1,13 8,73 +1,13 13,14 £ 1,88
PENETRACION (8,79 - 17,46) (3,11 -17,85) (5,04 - 12,41) 9,21 -17,07)
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Nota. La tabla muestra el analisis postdescongelacion de los parametros espermaticos del semen equino segun
el tratamiento aplicado: control, cafeina, heparina y pentoxifilina. Los resultados se expresan como media +
error estandar, seguidos del intervalo de confianza al 95 %. Las variables evaluadas fueron: MT (movilidad
total), MP (movilidad progresiva), VAP (velocidad promedio de trayectoria), VSL (velocidad en linea recta),
VCL (velocidad en trayectoria curvilinea), ALH (amplitud lateral de la cabeza), BCF (frecuencia de batida de
la cola), STR (indice de rectitud), LIN (indice de linealidad), VE (vitalidad espermatica), HOST (integridad
funcional de la membrana plasmatica), RAPIDOS (porcentaje de espermatozoides rapidos), ALTOPMM y
BAJOPPM (potencial de membrana mitocondrial alto y bajo), respectivamente. Ademas de la
PENETRACION (capacidad de penetracién en mucosidad).

*Y ** indican diferencias significativas respecto al grupo control (p < 0.05; p <0.01).

La evaluacion detallada de los parametros espermaticos postdescongelacion revelo que la
cafeina genero una disminucion en variables como MT, MP y VE, respecto al control. Por el
contrario, la pentoxifilina incremento el porcentaje de espermatozoides viables vs el control (p <
0.01). Adicionalmente, parametros como VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN, HOST,
RAPIDOS, PMM y PENETRACION, no presentaron diferencias significativas entre los

tratamientos y el control (Tabla 2).

A continuacion, se muestra las graficas donde se expresa las medias de los pardmetros evaluados
que presentaron significancia respecto al control (Figuras 7,8 y 9). * Y ** indican diferencias

significativas respecto al grupo control (p < 0.05; p <0.01).



Figura 7

Efecto de diferentes tratamientos sobre la movilidad total espermatica (%).
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Nota. Los datos estan expresados =+ error estandar de la media (n = 20). p < 0.01 indica diferencia

estadisticamente significativa respecto al grupo control. Fuente: Madero, 2025.

Figura 8

Efecto de diferentes tratamientos sobre la movilidad progresiva espermatica (%).
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Nota. Los datos estan expresados = error estandar de la media (n = 20). p < 0.05 indica diferencia

estadisticamente significativa de cafeina respecto al control. Fuente: Madero, 2025.
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Figura 9

Efecto de diferentes tratamientos sobre la vitalidad espermatica (%).
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Nota. Los datos estan expresados =+ error estandar de la media (n = 20). p < 0.01 indica diferencia

estadisticamente significativa de cafeina y pentoxifilina respecto al control. Fuente: Madero, 2025.
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En la (figura 10). Se presentan los coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre la
variable penetracion y los pardmetros espermaticos cinéticos y funcionales, para los tratamientos

de cafeina, control, heparina y pentoxifilina, respectivamente.
Figura 10

Correlacion entre las variables de calidad seminal y la prueba de penetracion de la mucosidad con

cafeina, control, heparina y pentoxifilina, respectivamente.

Coeficientes de correlacion Pearson, N = 20
A Prob = |r| suponiendo HO: Rho=0
MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN VE = HOST RAPIDOS | ALTOPMM | BAJOPPM

PENETRACIQN 064913 043293 041443 012984 048762 048765 013662 -0.02427 023747 064811 005161 064765 054408  -0.54408
PENETRACION = 0.0020 0.0566 0.0693 05853 00292 00292 05657 09191 03134 00020 0.8289 0.0020 0.0131 0.0131

B Coeficientes de correlacion Pearson, N=20
Prob = |r| suponiendo H0: Rho=0
MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN VE  HOST RAPIDOS @ ALTOPMM | BAJOPPM

PENETRACI(:}N 0.40570 ' 0.30335 | 040855 037053 016676 013020 002948 031697 025557  -0.31515 -023514 | 036682 035874 -0.42005
PENETRACION = 00759 01936 00737 01076 = 04822 05843 08018 01733 02768 01759 0.3183 01116 0.1204 0.0652

C Coeficientes de correlacion Pearson, N = 20
Prob = |r| suponiendo HO: Rho=0
MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN VE | HOST | RAPIDOS ALTOPMM | BA.JOPPM

PENETRACIQN 061090 056043 012558 0.09530 -0.01903 0.59011 -0.12293 047180 035222 073261 014078  0.60750 058997  -0.58997
PENETRACION = 0.0042 0.0102 = 05976 06894 09365 00062 06056 00357 = 01278 0.0002 05538 0.0045 0.0062 0.0062

Coeficientes de correlacidn Pearson, N = 20
D Prob = |r] supeniendo HO: Rho=0
MT MP VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN VE | HOST | RAPIDOS | ALTOPMM BAJOPPM

PENETRACION | 001512 -0.11075 -0.16222 -0.14052 | -038726 002949 035782 009135 032370 -020296 013780 007250  -0.25531 0.25531
PENETRACION | 09495 06420 04944 05546 0.0916 05016 01214 07017 01639 03908 05623 0.7613 02773 0.2773

Nota. Se presentan los coeficientes de correlacion de Pearson (r) y los valores de significancia (p) entre la
variable de penetracion y las variables MT, MP, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN, VE, HOST,
porcentaje de espermatozoides rapidos, ALTOPMM y con baja integridad de membrana BAJOPPM, para los

tratamientos con Cafeina (A), Control (B), Heparina (C), Pentoxifilina (D). Fuente: Madero, 2025.

En el analisis de correlacion de la variable penetracion de la mucosidad correspondiente
al tratamiento cafeina, se encontr6 una asociacion significativa (p < 0.05) con las variables, MT,

VCL, ALH, VE, RAPIDOS, ALTO PMM, BAJO PMM. Evidenciando una correlacion positiva
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de la penetracion de la mucosidad con las variables mencionadas con anterioridad a excepcion de

BAJO PMM. Con un coeficiente de correlacion negativa de (-0.54).

En este mismo tratamiento no se obtuvo correlacion significativa entre penetracion de la

mucosidad y las variables VAP, VSL, BCF, STR, LIN Y HOST (p > 0.05).

El analisis de correlacion de la variable penetracion de la mucosidad en el tratamiento
con heparina revel6 una asociacion significativa (p < 0.05) con las variables MT, MP, ALH,
STR, VE, RAPIDOS, ALTO PMM y BAJO PMM. Estos resultados indican una correlacion
positiva entre la penetracion de la mucosidad y todas las variables mencionadas, excepto con

BAJO PMM. (-0.58).

En este mismo tratamiento, no se encontrd una correlacion significativa entre la

penetracion de la mucosidad y las variables VAP, VSL, VCL, BCF, LIN y HOST (p > 0.05).

En los tratamientos control y pentoxifilina no se encontraron correlaciones significativas

entre la penetracion de la mucosidad y las variables evaluadas.
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Discusion

La criopreservacion de los espermatozoides resulta beneficiosa para realizar
inseminaciones artificiales en el momento en que se estima que la ovulacion esta proxima, sin
embargo, esta biotecnologia genera alteraciones que reducen la calidad espermatica (Restrepo, B,
y col., 2016). En el presente estudio se evalud el efecto de tres moléculas: cafeina, heparina y
pentoxifilina, las cuales fueron suplementadas en el medio de congelacion del semen equino,
observando su impacto en diversos parametros espermaticos tras el proceso de criopreservacion
y descongelacion. De manera destacada, el tratamiento con pentoxifilina (PTX) mostr6 una
mejora significativa en la vitalidad espermatica (VE), coincidiendo con lo reportado por
(Ghasemzadeh, A, y col., 2016), donde el uso de concentraciones estimadas a 200 ug /ml
aumento significativamente la tasa de este pardmetro en espermatozoides de hombres infértiles,
cuyo efecto puede ser explicado por la capacidad antioxidante de esta molécula y su efecto en la

eliminacion de radicales libres (Esteves, S, y col., 2007).

Por el contrario, en la presente investigacion, la adicion de pentoxifilina (PTX) no
mostro ningun efecto sobre movilidad y cinética espermatica, diferente a lo reportado por
(Guasti, P, y col., 2013), donde la adicion de pentoxifilina (PTX) al semen recuperado de
epididimo mejoro la movilidad total (MT) y movilidad progresiva (MP) en semen descongelado.
De manera similar, también difiere de lo reportado por (Restrepo, B, y col., 2016), donde la
pentoxifilina (PTX) no mejord estos parametros, a pesar de ser descrito como activador de la
movilidad espermatica por su efecto inhibidor de la fosfodiesterasa del grupo de las

metilxantinas.
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Respecto a la heparina (HEP), su adicion a una concentracion de 10 ug/ml en el medio de
congelacion al semen equino no genero ningun efecto significativo sobre los parametros
evaluados en comparacion al control, lo cual coincide con lo descrito por (Mendoza, A., 2023),
donde no se apreciaron diferencias con la suplementacion de esta molécula en variables como

movilidad total (MT) y movilidad progresiva (MP).

En definitiva, la adicién de heparina no genero ningiin cambio en el presente trabajo, aun
cuando existen estudios que confirman que la heparina es capaz de generar un aumento
significativo en la movilidad espermatica de semen de carnero, congelados- descongelados,
mejorando la capacidad fertilizante al inducir una mayor captacion de calcio, un mayor calcio

libre intracelular y una menor concentracion de calmodulina (EI-Shahat, K, y col., 2016).

Por otro lado, en el presente estudio se observo que la adicion de cafeina al diluyente de
congelacion del semen equino provoco una disminucion significativa en la movilidad total (MT)
y la movilidad progresiva (MP) en comparacién con el grupo control (p < 0.01 y p <0.05). Este
resultado difiere de lo reportado en estudios previos, como ¢l de (Alves, N, y col., 2021), donde
la adicion de cafeina a una concentracion de 5 mM mejord significativamente la movilidad
espermatica. A pesar de utilizar la misma concentracion de cafeina en la presente investigacion
los resultados no fueron los mismo, lo que indica que esta molécula la puede influir

notablemente sobre la calidad espermatica.

Ademas, en el presente estudio se encontrd que la cafeina tuvo un efecto significativo
sobre la viabilidad espermatica (VE). Este resultado puede ser explicado por la concentracion
utilizada de esta molécula teniendo en cuenta que la adicion de cafeina en dosis elevadas e

incluso en muestras sometidas a procesos como la criopreservacion puede favorecer la formacion
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de especies reactivas de oxigeno comprometiendo la viabilidad de los espermatozoides y

disminuyendo la capacidad fertilizante (Pariz, J, y col., 2019).

Cabe mencionar la importancia de suplementar concentraciones adecuadas de esta
molécula teniendo en cuenta que existen estudios donde su adicion si ha permitido mejorar la
viabilidad espermatica y prevenir el dano oxidativo en tejidos testiculares y epididimarios de
ratas (Akomolafe, S, y col., 2019). Estos autores también reportan que el efecto de esta molécula
puede estar relacionado a las especies evaluadas, las condiciones del experimento o al momento
de exposicion de las muestras a la cafeina, resaltando su accion compleja sobre la fisiologia
espermatica. Siendo importante entender a la cafeina como una molécula que permite mejorar
parametros de movilidad al inhibir la enzima fosfodiesterasa, aumentar el AMP ciclico (AMPc)
intracelular, y activar de esta manera, proteinas reguladoras de la movilidad y progresividad

espermatica como la PKA (Tremellen, K., 2008).

Como conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que la
adicion de ciertas moléculas al medio de congelacion puede tener efectos que difieren sobre los
parametros espermaticos del semen equino posdescongelacion; resumidamente, la pentoxifilina
mostro un efecto positivo sobre la viabilidad espermatica del semen equino descongelado,
mientras que la cafeina y la heparina no generaron mejoras significativas en los pardmetros
evaluados. Estos resultados evidencian que el efecto de los aditivos crioprotectores depende de
multiples factores, como la concentracion, el momento de aplicacion y la especie, por lo que se
requieren estudios adicionales para optimizar su uso en programas de criopreservacion equina en

el diluyente de congelacion.
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Capitulo V

Conclusiones

La adicion de pentoxilina (PTX) al medio de congelacion en el semen equino tiene la
capacidad de aumentar significativamente la viabilidad espermética (VE) sin generar cambios en

la movilidad, efecto asociado posiblemente a su accion antioxidante.

La suplementacion de cafeina al medio de congelacion en el semen equino redujo
significativamente la movilidad total (MT) y movilidad progresiva (MP) y la vitalidad
espermatica (VE), explicado posiblemente por una elevada concentracion de esta molécula o el
favorecimiento en la produccion de especies reactivas de oxigeno debido al proceso de

criopreservacion.

No se presentaron cambios significativos en las variables evaluadas como consecuencia
de la adicion de heparina en el medio de congelacion en el semen equino, sugiriendo que su

efecto depende de la especie, concentracion y protocolo utilizado.

Aunque la criopreservacion puede generar dafios en el semen equino, se pueden
encontrar moléculas cuya adicion al medio de congelacidon permita mitigar las alteraciones que

reduzcan la capacidad fertilizante.



Recomendaciones

Probar otras concentraciones que permitan determinar la dosis adecuada evitando
generar dafios o alteraciones como consecuencia de la adicion de estas moléculas como en el

caso de la cafeina.

Realizar evaluaciones complementarias que permitan determinar el efecto de estas

moléculas sobre la capacidad fecundante de espermatozoides equinos congelados.

Se recomienda no incluir sementales que estén cursando posiblemente con una afeccion
patoldgica en su tracto reproductor que pueda influir en resultados negativos frente a las

muestras seminales.

Continuar con investigaciones que optimicen la suplementacion del diluyente de
congelacion y contribuyan al perfeccionamiento de los protocolos de criopreservacion en

equinos.
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Anexos

Medellin, 13 de Mayo del 2025

Senores

COMITE TRABAJO DE GRADO
Medicina Veterinaria

Facultad Ciencias Agrarias

Por medio del presente El coordinador del Laboratorio de Reproduccion Animal de |a
Universidad MNacional de Colombia, ubicada en la ciudad de Medellin, hace saber que el
estudiante Neider Madero Ovejero con cddigo 1.116.042.940, del programa de Medicina
Veterinaria de la Facultad Ciencias Agrarias, esta cursando la pasantia en reproduccion animal
y durante su tiempo de practica del 03 de Febrero al 31 de Mayo del 2025, atendio el caso
titulado. “Efecto de la Cafeina, Pentoxifilina y Heparina en la criopreservacion de semen
equino” ademas, de acompanar todos los procesos e investigaciones en el laboratorio.

Atentamente

NCur

Laboratorio de Reproduccion Animal

“Formando lideres para Ia consfrucclon de un nuave p.!lri ar paz”

Unreersided de Pamplana

Pamphara - Noste de Sartander - Colombia 1
Tuols: (+57) 3163429455 . 3100244475

wew unipamplona.ede. oo
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Anexo 1

Movilidad y Cinética Espermatica

Bl -

Nota. Se muestran las subpoblaciones espermaticas, lo que permite un analisis detallado de las caracteristicas

de movilidad y concentracion de cada una de ellas. Fuente: Madero, 2025.

Anexo 2

Integridad Estructural De La Membrana Plasmatica (Vitalidad)

Nota. Se puede observar la diferenciacion entre espermatozoides vivos y muertos, representados en colores

verde y rojo respectivamente, lo que permite evaluar la vitalidad espermatica en la muestra. Fuente: Madero,

2025.



Anexo 3

Integridad Funcional De La Membrana Plasmatica (Host)

Nota. En la imagen se puede observar la presencia de espermatozoides con cola enrollada, resultado de la
prueba hipoosmoética, la cual permite evaluar la integridad funcional de la membrana plasmatica de los

espermatozoides. Fuente: Madero, 2025.

Anexo 4

Actividad Mitocondrial

Nota. Se evidencia la tincién mitocondrial en los espermatozoides, lo cual indica un alto potencial de

membrana mitocondrial. Fuente: Madero, 2025.
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