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Resumen 

 

Actualmente las razas de asnos se encuentran en grave peligro de extinción, donde se ha 

producido una disminución sustancial en el tamaño de la población. En Colombia se 

reportó que la población de asnos criollos en el país para el 2010 era de 134251 animales 

y para el año 2015 hubo una dramática reducción a 75072 ejemplares. Una de las 

consecuencias de la reducción de la población en los asnos, se ha dado por la exportación 

indiscriminada de pieles de asno hacia la China, para la producción de un medicamento 

tradicional, lo que ha conllevado a nivel mundial a una reducción considerable en la 

población. Dado esto, la criopreservación es una técnica que permite mantener las células 

a baja temperatura sin perder su viabilidad y utilidad, tiene como objetivo inhibir la actividad 

metabólica del semen, garantizando su vitalidad y función a través del tiempo, 

conservándolo indefinidamente. Sin embargo, las tasas de fertilidad con semen 

criopreservado en programas de inseminación artificial siguen siendo menores con 

respecto al semen fresco o refrigerado, esto es dado a que los procesos de congelación 

en el semen incluyen factores que son extremadamente nocivos para las células, que 

afectan seriamente la vitalidad y funcionalidad de los espermatozoides reduciendo su 

longevidad. Específicamente el uso de la inseminación artificial en las burras ha tenido 

algunas dificultades en comparación a las yeguas, debido a las diferencias anatómicas y 

fisiológicas en el tracto reproductivo. Después de la inseminación artificial con semen 

descongelado se provoca una reacción inflamatoria en el útero probablemente generado 

por la ausencia del plasma seminal y los crioprotectores permeables en el semen. El 

objetivo de esta investigación fue evaluar factores asociados con la criotoleracia, el estado 

redox y la capacidad fecundante del semen asnal, orientados a la conservación de los 

asnos (Equus asinus) criollos colombianos. Para lo anterior se propuso la evaluación de 8 

alternativas en la congelación del semen con diferentes combinaciones entre 

crioprotectores permeables y no permeables como la dimetilformamida (DMF), sacarosa 

(SAC), albumina sérica bovina (BSA) y plasma seminal (PS). Para esto fueron colectados 

30 eyaculados, de cada eyaculado se extrajo una proporción de plasma seminal sobre el 
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cual fueron analizadas proteínas y enzimas. Al semen, sometido a las diferentes 

alternativas de criopreservación, se les realizó evaluación de la calidad seminal, capacidad 

antioxidante total (TAC), especies reactivas de oxigeno (ERO) y capacidad fecundante. 

Para el análisis estadístico se ajustaron modelos lineales generalizados (GLM) y se 

realizaron correlaciones y regresiones. Se encontraron asociaciones entre el contenido del 

plasma, la TAC y EROS sobre la calidad del semen fresco y descongelado de asnos. Así 

mismo, se encontró que la combinación entre DMF, BSA y PS brinda una mayor 

adherencia de espermatozoides a la zona pelúcida. La selección de los componentes de 

los diluyentes en la congelación de semen de asnos criollos colombianos, es determinante 

en la conservación, en el aporte antioxidante, en la mitigación de especies reactivas de 

oxígeno y en la capacidad fecundante. 

 

Palabras clave: Plasma seminal, crioprotector permeable, crioprotector no permeable, 

calidad seminal, capacidad antioxidante, especies reactivas de oxígeno. 
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CRYOTOLERANCE, REDOX STATE AND FERTILIZING 

CAPACITY OF ASININE SEMEN, AIMED AT THE 
CONSERVATION OF COLOMBIAN CREOLE DONKEYS 

(Equus asinus) 

 

Abstract 

 

Donkey breeds are currently in serious danger of extinction, where there has been a 

substantial decline in population size. In Colombia, it was reported that the population of 

Creole donkeys for 2010 was 134,251 animals and for the year 2015 there was a dramatic 

reduction to 75,072 specimens. One of the consequences of the reduction in the population 

of donkeys has been the indiscriminate export of donkey skins to China for the production 

of a traditional medicine, which has led to a considerable reduction in the population. For 

this reason, cryopreservation is a technique that allows cells to be kept at a low temperature 

without lose their viability and usefulness. Its objective is to inhibit the metabolic activity of 

sperm, guaranteeing its vitality and function over time, preserving it indefinitely. However, 

fertility rates with cryopreserved semen in artificial insemination programs continue to be 

lower compared to fresh or chilled semen, this is because the freezing processes in semen 

include factors that are extremely harmful to cells that seriously affect fertility, vitality and 

functionality of spermatozoa, reducing their longevity. Specifically, the use of artificial 

insemination in donkeys has had some difficulties compared to mares due to anatomical 

and physiological differences in the reproductive tract. After artificial insemination with 

thawed semen, it causes an inflammatory reaction in the uterus, probably caused by the 

absence of seminal plasma and permeable cryoprotectants in the semen. The aim of this 

research was to evaluate factors associated with the cryotolerance, redox status and 

fertilizing capacity of donkey semen, aimed at the conservation of Colombian Creole 

donkeys (Equus asinus). For this, the evaluation of 8 alternatives in semen freezing was 

carried out with different combinations between permeable and non-permeable 

cryoprotectants such as dimethylformamide (DMF), sucrose (SAC), bovine serum albumin 

(BSA) and seminal plasma (PS). Thirty (30) ejaculates were collected, from each ejaculate 
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a proportion of seminal plasma was extracted, from which proteins and enzymes were 

analyzed. The semen with different cryopreservation alternatives, was evaluated for 

seminal quality, total antioxidant capacity (TAC), reactive oxygen species (ROS) and 

fertilizing capacity. For statistical analysis, generalized linear models (GLM) were fitted and 

correlations and regressions were performed. Associations were found between plasma 

content, TAC and EROS on the quality of fresh and thawed donkey semen. In addition, it 

was found that the combination of DMF, BSA and PS provides greater adherence of sperm 

to the zona pellucida. The selection of the components of the extenders in the freezing of 

semen of Colombian Creole donkeys, is decisive in its conservation, in the antioxidant 

contribution, in the mitigation of reactive oxygen species and in its fertilizing capacity. 

 

Keywords: Seminal plasma, permeable cryoprotectant, non-permeable cryoprotectant, 

seminal quality, antioxidant capacity, reactive oxygen species. 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

Introducción 

El asno (Equus asinus) es único y en gran medida una especie subvalorada, cuyo 

antepasado, el asno africano salvaje evolucionó para sobrevivir en ambientes semiáridos, 

de montaña con fuentes de alimentos escasas y con acceso al agua intermitente (Burden 

& Thiemann, 2015). Domesticado solo hace 5000 años, ha sido y es utilizado con 

propósitos de desarrollo de proyectos productivos, como especie de trabajo y para vivir 

junto con los seres humanos en todo el mundo (Ali et al., 2014; Rossel et al., 2008). El 

asno también ha encontrado un papel importante como mascota y compañero, y en 

algunas otras, la leche de burra y la carne son apreciadas. Aunque el asno tiene un papel 

importante en el desarrollo humano y la historia incluyendo contextos religiosos y relatos 

históricos, el asno ha sido a menudo denigrado como un animal humilde de carga y con 

frecuencia se veía como el "pariente pobre" de su "primo" el caballo (Burden & Thiemann, 

2015). 

Actualmente las razas de asnos se encuentran en grave peligro de extinción, donde se ha 

producido una disminución sustancial en el tamaño de la población y a su vez, esto ha 

generado una variabilidad genética en la especie (Bottrel et al., 2018). De las especies de 

interés agropecuario el asno ha sido la especie más afectada por la industrialización, la 

baja población en distritos rurales y la mecanización de la agricultura ha llevado a la 

disminución de hasta el 80% de asnos para el siglo XX (Rota et al., 2018). Solo en 

Colombia se presentó una reducción cercana al 77% de la población de asnos entre el 

2006 y el 2016 (FAO STAT, 2018). Mientras el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 

de Colombia a través de la cadena equina, asnal y mular (2020), reportó que la población 

de asnos criollos en el país para el 2010 era de 134251 animales y para el año 2015 hubo 

una dramática reducción a 75072 ejemplares. De igual forma la FAO (2018) indica que la 

mayoría de razas de asno en el mundo carecen de un censo de población y que además 

se encuentran en estado crítico o riesgo de extinción.  

Otra de las consecuencias de la reducción de la población en los asnos, se ha dado por la 

exportación indiscriminada de pieles de asno hacia la China, para la producción de un 

medicamento tradicional, lo que ha conllevado a nivel mundial a una reducción 

considerable en la población de estos especímenes en países como Egipto, Mexico, Brasil, 

Etiopía, Kenia y Colombia (Revista Semana, 2017; The Donkey Sanctuary, 2017).  
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Igualmente es destacable que actualmente, uno de los intereses en la crianza del asno 

como reproductor es para la producción de mulares (Madison et al., 2013; Vidament et al., 

2009b). Debido a que estos son productos muy deseables en el medio rural, porque reúnen 

las mejores características de las dos especies en un único animal (R. R. Oliveira et al., 

2014). De igual modo, el interés en la cría de asnos está aumentando tanto en un intento 

de preservar la biodiversidad como para nuevos usos en los campos de producción de 

leche, actividades sociales como onoterapia (terapia con asnos) y el entretenimiento 

(Alessandra Rota et al., 2018) 

La criopreservación es una técnica que permite mantener las células a baja temperatura 

sin perder su viabilidad y utilidad, tiene como objetivo inhibir la actividad metabólica del 

semen, garantizando su vitalidad y función a través del tiempo, conservándolo 

indefinidamente (Monteiro et al., 2022). La congelación de semen y su almacenamiento en 

nitrógeno líquido, permiten su conservación por largos periodos de tiempo, alcanzando 

tasas de movilidad posteriores al proceso cercanas al 70% (Rodriguez-Martinez & 

Wallgren, 2011). Es bien sabido que la congelación y descongelación conduce a muerte 

celular o lesión subletal del espermatozoide, principalmente causada por el estrés osmótico 

y la toxicidad causada por los crioprotectores permeables (Macías García et al., 2012). Así 

mismo, el efecto negativo de los crioprotectores permeables en el útero de las burras 

también se ha hipotetizado, debido a una reacción en el útero (respuesta inflamatoria) más 

dramática con respecto a las yeguas. Además, la fertilidad usando semen criopreservado 

de asno también es menor en las hembras asnales que en las yeguas (Oliveira et al., 2016; 

Vidament et al., 2009). 

La criopreservación del semen requiere de muchos pasos, entre ellos la centrifugación del 

eyaculado (Contri et al., 2012), ésta con el fin de retirar el plasma seminal, considerado 

como perjudicial para los espermatozoides durante el almacenamiento a bajas 

temperaturas (Carver & Ball, 2002). En una investigación con asnos de la raza Zamorano-

Leonés se encontró que el semen que fue centrifugado obtuvo mejores resultados de 

movilidad total, movilidad progresiva e integridad de la membrana plasmática con respecto 

al semen que no fue centrifugado (Serres et al., 2002). En los équidos esta condición no 

deseada, es reducida con la dilución del semen o con la eliminación parcial o total del 

plasma seminal (Miró et al., 2009). Sin embargo, el plasma seminal en condiciones 

naturales, está involucrado en varios eventos que preceden la fertilización de los 

espermatozoides (Kareskoski & Katila, 2008) tal como la activación de la movilidad, la 
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acción antimicrobiana, la neutralización de metabolitos y un efecto mediador de la 

capacitación espermática y de la respuesta inflamatoria uterina postcoital (Rodríguez-

Martínez et al., 2011). Por otra parte, la mayoría de las proteínas presentes en el plasma 

seminal se derivan del epidídimo y para los équidos, alrededor del 73% de los compuestos 

proteicos son secretados en la cabeza de éste (Guasti et al., 2012) . Estas proteínas 

participan en la maduración espermática post-testicular, en la cual los espermatozoides 

adquieren su capacidad para fecundar (capacitación)  (Giesecke et al., 2010). Algunas de 

estas proteínas se unen a la superficie del espermatozoide y actúan como punto de anclaje 

a estructuras en el tracto genital femenino. Otras proteínas plasmáticas son necesarias en 

la modulación del sistema inmune de la hembra para suprimir la respuesta adversa que se 

genera contra las células espermáticas (Leeb et al., 2005). Algunos estudios han 

demostrado que las proteínas unidas a la membrana de los espermatozoides, son similares 

a las existentes en el plasma seminal, de igual forma, pruebas de fertilidad realizadas en 

el semen recolectado de la cola del epidídimo, han puesto en duda la necesidad de los 

componentes del plasma seminal, debido a que se ha observado que las células 

espermáticas son capaces de fertilizar un ovocito, sin contacto previo con las secreciones 

de las glándulas accesorias (Monteiro et al., 2011; Papa et al., 2008) . Igualmente, el papel 

fisiológico del plasma seminal no se entiende completamente todavía (Kareskoski & Katila, 

2008; Rota et al., 2012), pero por otra parte se ha descrito que la mayoría de la capacidad 

antioxidante del semen equino se encuentra en dicho plasma (Ball, 2008) . Investigaciones 

con plasma seminal se han enfocado en identificar las enzimas antioxidantes allí presentes 

y en la relación de éstas con la calidad seminal. En la especie asnal se ha demostrado que 

el plasma seminal puede proveer al semen sometido a procesos de criopreservación, una 

mayor capacidad antioxidante, dado que contiene diversas moléculas que pueden proteger 

a los espermatozoides del estrés oxidativo (Montoya Páez et al., 2017). Sumado a esto se 

tiene la concepción que el semen proveniente de asnales presenta una mayor calidad e 

incluso resistencia a la criopreservación que el semen proveniente de caballos de 

diferentes razas, sin embargo, poco se han estudiado los factores que explicarían este 

fenómeno, y menos aún para el caso de especímenes criollos colombianos (Monteiro et 

al., 2022). 

 

La inseminación artificial es considerada una de las biotecnologías de la reproducción más 

importantes para incrementar el número de individuos de muchas especies, como también 

para mejorar la distribución genética y reducir la consanguinidad (Bottrel et al., 2018; 
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Camillo et al., 2018) . Sin embargo, uno de los problemas encontrados en la inseminación 

artificial de la especie asnal con semen congelado es la alta respuesta inflamatoria uterina 

posterior a la inseminación en las hembras asnales y es dado posiblemente por el retiro 

del plasma seminal al momento de la congelación de las células y a la presencia de los 

crioprotectores permeables (Miró et al., 2013b; Rota et al., 2012) .Por otra parte, las tasas 

de fertilidad con semen criopreservado en programas de inseminación artificial siguen 

siendo menores con respecto al semen fresco o refrigerado, esto es dado a que los 

procesos de congelación en el semen incluyen factores que son extremadamente nocivos 

para las células que afectan seriamente la vitalidad y funcionalidad de los espermatozoides 

reduciendo su longevidad (A. Rota et al., 2012). Son pocos los trabajos realizados y 

publicados con respecto a la inseminación de hembras asnales para el trópico del 

continente americano (Aguirre Riofrio & Soto, 2015). Específicamente el uso de la 

inseminación artificial en las burras ha tenido algunas dificultades en comparación a las 

yeguas (Canisso et al., 2011), en parte esto es debido a las diferencias anatómicas y 

fisiológicas en el tracto reproductivo (Miró & Papas, 2018).  También se ha observado la 

presencia de polimorfonucleares neutrófilos (PMN) observados 6 horas después de la 

inseminación artificial con semen descongelado provocando una reacción inflamatoria en 

el útero (Miró et al., 2011). 

El análisis de diversas proteínas y componentes del plasma seminal de asnos, podría 

dilucidar aquellas características relacionadas con la protección de los espermatozoides 

de esta especie al estrés osmótico y oxidativo, generando conocimientos que podrían ser 

derivados en alternativas de suplementación del semen con esta misma sustancia para la 

protección celular, en función de mejorar su fertilidad en procesos como la inseminación 

artificial. Así mismo la aplicación de biotecnologías permitirá la formación de bancos de 

germoplasma para la especie (Panzani et al., 2018), sustentado principalmente por las 

amenazas presentes en la población de estos especímenes. En Colombia,  han tenido un 

bajo desarrollo potencial las investigaciones con material autóctono de asnales,  las 

investigaciones que han dado un acercamiento han sido realizadas en otras especies como 

la equina, por esto se plantea la necesidad de realizar la criopreservación de semen de 

asnos criollos colombianos utilizando distintas alternativas de suplementación en el medio 

de criopreservación, en búsqueda de la optimización de la calidad del material genético de 

estos especímenes y su conservación  en el tiempo. 

 



 5 

 

El objetivo general de esta investigación fue evaluar factores asociados con la criotoleracia, 

el estado rédox y la capacidad fecundante del semen asnal, orientados a la conservación 

de los asnos (Equus asinus) criollos colombianos 

 

 

 

 

 

 



6  

 

Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Evaluar factores asociados con la calidad, la tolerancia a la criopreservación y la capacidad 

fecundante del semen asnal, orientados a la conservación de los asnos (Equus asinus) 

criollos colombianos 

 

Objetivos específicos 

 

1. Evaluar proteínas del plasma seminal y su asociación con la calidad del semen 

fresco y criopreservado en asnos (Equus asinus) criollos colombianos 

2. Evaluar la tolerancia a la criopreservación de semen asnal criopreservado en 

diluyentes suplementados con crioprotectores alternativos 

3. Evaluar la asociación entre las proteínas del plasma seminal y el uso de 

crioprotectores alternativos para la criopreservación, con el estado rédox y la 

capacidad antioxidante del semen asnal. 

4. Identificar la asociación de las proteínas del plasma seminal con la capacidad 

fecundante del semen de asnos criopreservado. 

 

 

 

 



 7 

 

Hipótesis 

 

Hipótesis alternas 

 

1. Las proteínas del plasma seminal tienen una relación con la fertilidad potencial del 

semen fresco y criopreservado en los asnos criollos colombianos. 

2.  El uso de crioprotectores alternativos, como los no permeables, confieren una 

mayor calidad post-descongelación del semen de asnos. 

3.  Las proteínas del plasma seminal y crioprotectores alternativos aportan al estado 

redox y la capacidad antioxidante del semen en asnos. 

4.  Las proteínas del plasma seminal tienen una relación con la capacidad fecundante 

del semen criopreservado en asnos. 

 

Hipótesis nulas 

 

  

1. Las proteínas del plasma seminal no tienen una relación con la fertilidad potencial del 

semen fresco y criopreservado en los asnos criollos colombianos. 

2. El uso de crioprotectores alternativos, como los no permeables, no confieren una mayor 

calidad post-descongelación del semen de asnos. 

3. Las proteínas del plasma seminal y crioprotectores alternativos no aportan al estado 

redox y la capacidad antioxidante del semen en asnos. 

4. Las proteínas del plasma seminal no tienen una relación con la capacidad fecundante 

del semen criopreservado en asnos. 
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1. Capítulo 1. Marco teórico 

 

Los asnos pertenecen al orden perissodactyla, a la familia Equidae, al género Equus. Los 

asnos domésticos pesan entre 80 y 480 kg y oscilan entre 80 y 160 cm de altura. En 

promedio viven entre 30 y 35 años y pueden trabajar activamente hasta un período 

avanzado. Éstos son valorados por su fácil cuidado y por su resistencia física y a 

enfermedades (Kugler et al., 2008). 

Actualmente las razas de burros se encuentran en grave peligro de extinción, donde se ha 

producido una disminución sustancial en el tamaño de la población y a su vez, esto ha 

generado una variabilidad genética en la especie (Bottrel et al., 2018). De las especies de 

interés agropecuario el burro ha sido la especie más afectada por la industrialización, la 

baja población en distritos rurales y la mecanización de la agricultura ha llevado a la 

disminución de hasta el 80% de asnos para el siglo XX (Rota et al., 2018). Solo en Colombia 

se presentó una reducción cercana al 77% de la población de asnos entre el 2006 y el 2016 

(FAO STAT, 2018). Mientras el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia 

(2014), reportó que la población de asnos criollos en el país era para el 2010 de 171.798 

animales y para el año 2013 hubo una dramática reducción a 63.000 ejemplares. De igual 

forma la FAO (2014) indica que la mayoría de razas de burro en el mundo carecen de un 

censo de población y que además se encuentran en estado crítico o riesgo de extinción.  

Otra de las consecuencias de la reducción de la población en los asnos, se ha dado por la 

exportación indiscriminada de pieles de asno hacia la China, para la producción de un 

medicamento tradicional, lo que ha conllevado a nivel mundial a una reducción considerable 

en la población de estos especímenes en países como Egipto, Mexico, Brasil, Etiopía, Kenia 

y Colombia (Revista Semana, 2017; The Donkey Sanctuary, 2017).  

Igualmente es destacable que actualmente, uno de los intereses en la crianza del burro 

como reproductor es para la producción de mulares (Vidament et al., 2009, Madison et al., 
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2013,   ). Debido a que estos son productos muy deseables en el medio rural, porque reúnen 

las mejores características de las dos especies en un único animal (Santos, 1994, Oliveira 

et al., 2014). De igual modo el interés en la cría de burros está aumentando tanto en un 

intento de preservar la biodiversidad como para nuevos usos en los campos de producción 

de leche, actividades sociales como onoterapia (terapia con burros) y el entretenimiento 

(Rota et al., 2018). 

 

1.1. Criopreservación de semen 

La criopreservación es una técnica que permite mantener las células a baja temperatura sin 

perder su viabilidad y utilidad, teniendo como objetivo inhibir la actividad metabólica del 

semen, para garantizar su vitalidad y función a través del tiempo, conservándolo 

indefinidamente (Cruz et al., 2006). La criopreservación del semen se constituye como una 

herramienta importante que mejora las tecnologías reproductivas en el campo de la ciencia 

animal (Benson et al., 2012)  

Canisso et al., (2008) reportan que aparentemente, el primer trabajo sobre congelación de 

semen de asnos fue realizado por Polge y Minotakis (1964), con un diluyente a base de 

yema de huevo y glicerol siguiendo la metodología de congelación del semen bovino. 

Krause & Grove, (1967) evaluaron diluyentes a base de glucosa, lactosa y rafinosa con 

yema de huevo y glicerol en semen de asnos y caballos, siguiendo la metodología del 

semen bovino en pellets, obteniendo movilidades post-descongelación del 50%, con 

resultados de fertilidad muy variables. 

La criopreservación se semen genera una alteración una alteración de la integridad de las 

macromoléculas de los espermatozoides (lípidos, ácidos nucleicos y proteínas); lo cual 

compromete la fisiología normal y funcionalidad de dichas células (Guasti et al., 2012).  Se 

ha descrito que uno de los factores más relacionados con la aparición de estas alteraciones, 

es el estrés oxidativo del semen provocado por los choques térmicos en el proceso de 

criopreservación (Membrillo Ortega et al., 2003) 

Dentro de los procesos de criopreservación del semen existen varias metodologías, las 

cuales varían principalmente en las velocidades de descenso de temperatura y en las 

concentraciones de los crioprotectores utilizados. Varios crioprotectores han sido evaluados 
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en el proceso de criopreservación, como son el glicerol, el dimetilsulfóxido, el etilenglicol y 

la dimetilformamida, entre otros (Medeiros et al., 2002; Nouri et al., 2013). De igual forma 

se han adicionado sustancias de origen animal como la yema de huevo, que contiene 

esencialmente colesterol, fosfolípidos y lipoproteínas de baja densidad, que previenen la 

formación de cristales de hielo, protegiendo al espermatozoide contra las alteraciones 

térmicas durante los procesos de criopreservación y descongelación (Nouri et al., 2013). 

Como crioprotectores no permeables se han utilizado disacáridos como la sucrosa y la 

trehalosa, los cuales protegen a los espermatozoides del choque térmico inducido por las 

bajas temperaturas, debido a que tienen la capacidad de generar un balance entre la 

presión osmótica intracelular y extracelular; además, disminuyen la temperatura de 

transición para la formación de hielo intracelular, lo cual previene su formación (PAN et al., 

2017).La trehalosa tiene también, la capacidad de modificar la fluidez de la membrana 

plasmática de los espermatozoides, ya que se incorpora a la bicapa de fosfolípidos y le da 

una mayor estabilidad durante el proceso de congelación (Aboagla & Terada, 2004). 

Adicionalmente se le han atribuido algunos efectos antioxidantes a la trehalosa, 

relacionados con su habilidad de proteger las membranas plasmáticas durante la 

congelación, debido al incremento de los niveles de glutatión y la disminución de la 

peroxidación lipídica (Aisen et al., 2005). También se le ha relacionado con una mayor 

integridad funcional del acrosoma y la mitocondria, y un incremento en la movilidad 

espermática post-descongelación (Liu et al., 2016). En un estudio reciente, se reportó que 

la vitrificación de espermatozoides humanos usando 0.1 M de trehalosa, incrementó su 

movilidad post-vitrificación (Schulz et al., 2017). (Perez-Marin et al., 2016), evaluaron la 

vitrificación de espermatozoides equinos con el uso de diferentes concentraciones de 

trehalosa y de sacarosa, encontrando una mayor movilidad progresiva post-descongelación 

a bajas concentraciones de estos disacáridos (0.15 M y 0.3 M de sacarosa y 0.15 M de 

trehalosa). Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre los mismos. 

Así mismo, se ha evaluado la acción sinérgica de algunos azúcares como crioprotectores 

no permeables, lo cual podría reducir la citotoxicidad si se compara con el uso de estos 

compuestos por separado (Perez-Marin et al., 2016). Por otro lado, se ha reportado que el 

uso de bajas concentraciones de albúmina sérica bovina (BSA) a los diluyentes de 

congelación para semen, produce un leve incremento de la osmolaridad del medio, lo cual 

se ha relacionado con mayores porcentajes de viabilidad espermática. Sin embargo, su 

mecanismo de acción no ha sido completamente dilucidado (Nang et al., 2012). La BSA es 
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una macromolécula que se absorbe en la superficie de la membrana plasmática de los 

espermatozoides, donde juega un papel protector. Por otra parte la BSA se ha descrito de 

forma exitosa como un eliminador de radicales libres ante el estrés oxidativo y de la 

protección de la membrana plasmática ante los choques térmicos generados en la 

congelación y descongelación de espermatozoides (Uysal & Bucak, 2007) Adicionalmente 

transporta una alta cantidad de ácidos grasos libres, que actúan como fuente de energía 

extra para los espermatozoides (Hossain et al., 2007). Otros estudios han reportado un 

efecto antioxidante de la BSA, relacionado con el aumento en la integridad de la membrana 

plasmática  y una disminución de la fragmentación del ADN, debido a la disminución de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) (Matsuoka et al., 2006). Por otro lado, los 

crioprotectores permeables tienen la función de brindar a las células protección del estrés 

térmico, sin embargo, pueden constituirse en un factor generador de estrés osmótico y 

oxidativo, que puede alterar los espermatozoides.  

La criopreservación del semen requiere de muchos pasos, entre ellos la centrifugación del 

eyaculado (Contri et al., 2012), ésta con el fin de retirar el plasma seminal, considerado 

como perjudicial para los espermatozoides durante el almacenamiento a bajas 

temperaturas  (Carver & Ball, 2002). En los équidos esta condición no deseada, es reducida 

con la dilución del semen o con la eliminación parcial o total del plasma seminal (J. Miró et 

al., 2009). 

Varias ventajas han sido atribuidas a la utilización de semen de asno descongelado en 

programas de inseminación artificial, algunas de éstas son la eliminación del rechazo de las 

yeguas por parte del comportamiento sexual de los asnos durante el cortejo y el 

apareamiento, también el hecho de superar las limitaciones físicas con respecto al tamaño 

de los animales en el servicio y al fácil movimiento de los recursos genéticos (Madison et 

al., 2013). Es así, como la congelación de semen asnal ha tenido un papel importante, 

mediante la creación de bancos de germoplasma que podrían ser utilizados en un futuro, 

para reducir la depresión genética observada en las poblaciones (Vilés et al., 2013). Los 

espermatozoides de los asnos han demostrado ser resistentes a los procesos de 

refrigeración y criopreservación, al mantener características adecuadas de calidad seminal 

(Vilés et al., 2013); sin embargo, la congelación del semen se relaciona con daños en el 

espermatozoide, particularmente sobre la membrana plasmática y otras organelas (Ortiz et 

al., 2014).  
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Por otra parte, en la membrana plasmática de los espermatozoides equinos, contiene una 

gran cantidad de ácidos grasos insaturados muy susceptibles a la peroxidación lipídica, la 

cual altera la movilidad y la capacidad de fecundación, así como produce daño estructural 

de la membrana plasmática (Aurich et al., 1997; Isachenko et al., 2004; John Aitken, 1995; 

Mesa & Henao, 2012). 

Hasta la fecha, son escasas las investigaciones donde se aborda la congelación de semen 

de asnos criollos colombianos y es común que se adapten procesos empleados en equinos  

(Canisso et al., 2010; Canisso et al., 2008). El glicerol (GLY) es posiblemente el 

crioprotector más empleado en la congelación del semen de équidos (Hoffmann et al., 2011; 

A. Rota et al., 2012). Sin embargo, se ha sugerido que la dosis tóxica de GLY en 

espermatozoides de asno parece ser casi la mitad que dicha dosis en espermatozoides 

equinos, además de comprometer la fertilidad del semen congelado (Vidament et al., 

2009b). Entre las principales alternativas, la dimetilformamida (DMF) es conocida por su 

efecto crioprotector en semen equino, que se atribuye a su menor toxicidad y su mayor 

capacidad de difusión a través de la membrana de los espermatozoides  (Alvarenga et al., 

2005), debido a su menor peso molecular. En un estudio reciente, se describió un efecto 

positivo de la DMF sobre la movilidad y la integridad de membrana de espermatozoides 

criopreservados de la raza asnal andaluza  (Acha et al., 2016a). Montoya et al., (2017), 

evaluaron diferentes crioprotectores para la congelación de semen de asnos criollos 

colombianos, empleando GLY o DMF, varias concentraciones de yema de huevo 

centrifugada, así como de plasma seminal, y encontraron que el semen congelado con 5% 

de DMF, 5% de yema de huevo centrifugada y 10% de plasma seminal, presentó valores 

superiores de movilidad, vitalidad e integridad de membrana plasmática post-

descongelación. 

Debido a la mayor sensibilidad que presentan los espermatozoides de asno al uso de 

crioprotectores permeables, se han sugerido entonces la sustitución de estas sustancias 

por agentes no permeables, usando diluyentes de congelación a base de azúcares con la 

combinación de BSA (M. Diaz-Jimenez, Dorado, Pereira, et al., 2018). Esta alternativa ha 

mostrado resultados satisfactorios para la movilidad espermática, la integridad de 

membrana y del ADN, y la fertilidad en humanos (Isachenko et al., 2004), caninos (Sánchez 

et al., 2011), peces  (Merino et al., 2011) y rumiantes salvajes (Pradiee et al., 2015), 

después del proceso de criopreservación. (M. Diaz-Jimenez, Dorado, Pereira, et al., 2018) 

, suplementaron con 1% de BSA y diferentes concentraciones de sacarosa el semen de 
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asnos, encontrando un aumento de la movilidad y cinética espermática post-

descongelación cuando usaron 0.25 M de sacarosa. Así mismo, compararon el uso de 

glicerol vs sacarosa a 0.25 M, obteniendo una mayor integridad de membrana plasmática 

con el uso de este disacárido. El uso de concentraciones más altas de sacarosa en los 

diluyentes de congelación, podría exponer a las células espermáticas a un estrés osmótico 

mayor, lo cual también ha sido descrito para espermatozoides equinos (Oldenhof et al., 

2013) ya que podría generar una deshidratación celular excesiva. 

1.2. Plasma seminal 

El plasma seminal es una mezcla de líquido secretado por los testículos, epidídimo y 

glándulas sexuales accesorias (Kareskoski & Katila, 2008), que juegan un papel importante 

para el desarrollo y maduración de los espermatozoides en el tracto genital femenino 

(Lozano Benito et al., 2011).  Ball (2008) reporta que la mayoría de la capacidad 

antioxidante del semen equino se encuentra en el plasma seminal, el cual posee actividades 

considerables de enzimas como la superóxido dismutasa y la glutatión-peroxidasa 

(Baumber & Ball, 2005). Otras moléculas presentes en el plasma seminal, como vitamina C 

y vitamina E podrían actuar como antioxidantes (Barry A. Ball et al., 2000) .Rota et al. (2012) 

plantean de igual forma que no se ha empleado la incorporación de plasma seminal en la 

criopreservación y no se conoce si las propiedades del plasma seminal de asnales son 

similares al plasma de los sementales equinos. El plasma seminal contiene sustancias que 

benefician a los espermatozoides en condiciones naturales, por lo cual evaluar algunos de 

sus componentes bioquímicos puede ser útil en el mejoramiento de los procesos de 

suplementación del semen sometido a criopreservación. Adicionalmente, dada la 

percepción que el semen de asnos posee una mayor resistencia que el semen equino, es 

factible considerar el uso de plasma seminal asnal para el mejoramiento de la 

criopreservación de células espermáticas de otros équidos. 

 

1.3. Componentes del plasma seminal de équidos. 

1.3.1. Proteínas. La mayoría de las proteínas presentes en el plasma seminal se derivan 

del epidídimo y para los équidos, alrededor del 73% de los compuestos proteicos son 

secretados en la cabeza de éste (Guasti et al., 2012). Estas proteínas participan en la 
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maduración espermática post-testicular, en la cual los espermatozoides adquieren su 

capacidad para fecundar (capacitación) (Giesecke et al., 2010). Algunas de estas proteínas 

se unen a la superficie del espermatozoide y actúan como punto de anclaje a estructuras 

en el tracto genital femenino. Otras proteínas plasmáticas son necesarias en la modulación 

del sistema inmune de la hembra para suprimir la respuesta adversa que se genera contra 

las células espermáticas (Leeb et al., 2005). Igualmente explican que las proteínas del 

plasma seminal se han identificado como una causa de reducción de la supervivencia y la 

pérdida de la motilidad espermática en el cerdo (Strzezek et al., 1992), bovinos (Vishwanath 

et al., 1992) , caprinos (Pellicer-Rubio & Combarnous, 1998), equinos (Carver & Ball, 2002). 

Estas proteínas se ponen en contacto con los espermatozoides en el momento de la 

eyaculación, interactúan con la membrana de los espermatozoides, e influyen en diferentes 

características, incluyendo la motilidad (Braun et al., 1994) Es así como de acuerdo al tipo 

de interacción que presentan con la célula espermática pueden clasificarse en cuanto su 

función. Pueden ocurrir enlaces débiles, responsables de la quiescencia de los 

espermatozoides; enlaces fuertes, importantes en el tracto reproductivo de la hembra y en 

el proceso de fertilización; modificaciones de las proteínas de la membrana espermática, 

para exponer u ocultar receptores; o la presencia de proteínas libres en el fluido 

epididimario, colaborando con la manutención del medio (Marengo, 2008).    

Los espermatozoides de los mamíferos, adquieren su movilidad y capacidad fecundante 

gracias a interacciones secuenciales con dichas proteínas presentes en el fluido 

epididimario. Entre las principales se encuentran lactoferrina, clusterina, procathepsina D, 

proteína de transportadora de colesterol, entre otras. Se ha sugerido que algunas de estas 

proteínas juegan un papel importante en la función espermática, ya sea modificando la 

superficie o composición de la membrana del espermatozoide o contribuyendo en la 

preservación de la integridad celular. En la especie equina, se ha reportado que proteínas 

epididimarias pueden alterar las características de la membrana plasmática, a través de la 

acción de la clusterina, la proteína transportadora de colesterol, o mediante actividad 

enzimática (Udby et al. 2005). 

En equidos una de las proteínas más importante se representa por la sigla CRISP y se 

caracterizan por presentar 16 residuos de cisteína en su estructura molecular. Se dividen 

en CRISP1, CRISP2 y CRISP3 (Guasti et al., 2012). La CRISP1 se expresa a lo largo del 

epidídimo y se une a la superficie espermática, influyendo en la unión de los 

espermatozoides y el ovocito; mientras que la CRISP2 se expresa en el testículo, el 
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epidídimo y las glándulas vesiculares y se cree que media las interacciones entre las células 

de Sertoli y los espermatocitos (Giesecke et al., 2010; Hamann et al., 2007). La mayoría de 

las proteínas CRISP3 se expresan desde el epidídimo hasta el resto del tracto genital 

masculino, con una alta expresión en la ampolla de los conductos deferentes. En humanos 

y en ratones, esta proteína se expresa en pequeñas cantidades en el tracto genital pero 

también en las glándulas salivares y en algunas células del sistema inmune, lo cual indica 

que esta proteína posee una posible función moduladora inmunológica (Hamann et al., 

2007; Leeb et al., 2005). A diferencia de las demás especies de mamíferos estudiadas, el 

equino produce grandes cantidades de CRISP3 en su tracto genital, representando la 

mayor fracción proteica del plasma seminal. Esta expresión única y específica de la 

especie, sugiere que esta proteína posee un papel especial en la reproducción equina, a 

diferencia de las otras especies mamíferas (Giesecke et al., 2010). Las CRISPs se expresan 

bajo el control androgénico y se unen en la región ecuatorial, en el post-acrosoma y en la 

pieza intermedia de los espermatozoides, teniendo una estrecha relación con la fusión del 

espermatozoide al ovocito. La proteína HSP3 pertenece al grupo de las CRISP, siendo 

estructuralmente semejante a las proteínas de este grupo (Schambony et al., 1998). Se ha 

descrito que la proteína CRISP-1 epididimaria es importante en la fosforilación de residuos 

de tirosina en proteínas del espermatozoide, en la interacción del esperma con la zona 

pelúcida del ovocito y en la fusión de ambos gametos; esta última función también se le 

atribuye a la proteína CRISP-2 (Cohen et al., 2011). 

La proteína equina CRISP-3 fue caracterizada y secuenciada por primera vez por 

Magdaleno et al. (1997), sugiriéndose que podía tener un papel importante en la defensa 

espermática y en los procesos de fusión de membranas con el ovocito. Schambony et al. 

(1998) sugirió que la CRISP-3 es la principal proteína del plasma seminal equino, la cual 

puede encontrarse a concentraciones tan altas como 1mg/mL en esta especie. Doty et al. 

(2011), encontraron que una de las funciones que presenta la proteína CRISP-3, es su 

acción moduladora a la unión de los polimorfonucleares, suprimiéndola de manera dosis 

dependiente con cantidades mayores a 125µl/mL (p <0.05). De esta manera ejerce una 

función protectora para los espermatozoides contra la fagocitosis durante el transporte 

espermático en el oviducto de la hembra. Esto sugiere que cuando las hembras equinas 

son cubiertas por medio de la monta natural, podría encontrarse en el útero una 

concentración adecuada de CRISP-3, presentando un papel importante en los procesos de 

transporte y eliminación espermática.  
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Otra de las proteínas reportadas en el plasma seminal la osteopontina, estructuralmente, 

es una glucoproteína fosforilada de cadena simple que varía en longitud de 264 a 301 

aminoácidos y se somete a modificaciones postraduccionales extensas que dan como 

resultado variaciones de peso molecular que varían de 25 a 75 kDa (Monaco et al., 2009). 

En los équidos es una proteína relacionada positivamente con la fertilidad, donde 

específicamente en el macho es relacionada a los índices elevados de testosterona en el 

plasma seminal  (Waheed et al., 2013). Resultados de algunas investigaciones han 

denotado que los equinos con altos niveles de osteopontina en el plasma seminal (Brandon 

et al., 1999; Waheed et al., 2013). La osteopontina es una glicoproteína ácida del plasma 

seminal que se liga a los espermatozoides después de la eyaculación (Souza et al., 2008). 

En equinos se ha reportado una concentración mayor de esta proteína en el plasma seminal 

de caballos de alta fertilidad, comparada con los de baja fertilidad (Brandon et al., 1999; 

Waheed et al., 2013). Diversos mecanismos se han descrito para la relación de esta 

proteína con la fertilidad: ligarse a receptores de integrina localizados en la superficie del 

epitelio celular, pudiendo presentar una función protectora en infecciones bacterianas 

(Cancel et al., 1999); participar en la ligación a las integrinas del ovocito durante el proceso 

de fertilización; inducir la capacitación del espermatozoide, aumentar su viabilidad mediante 

el bloqueo de vías apoptóticas y prevenir la poliespermia (Erikson et al., 2007)   (Erikson et 

al., 2007); así como aumentar la capacidad de penetración del espermatozoide al ovocito 

(Moura et al., 2007)  

 

1.4.2. Enzimas.  

Los espermatozoides y el plasma seminal están dotados de mecanismos de defensa 

enzimático y no enzimático contra las especies reactivas de oxígeno. Los mecanismos 

enzimáticos incluyen glutatión peroxidasa, superóxido dismutasa y catalasa (Kankofer et 

al., 2005). La superóxido dismutasa (SOD) es responsable de la producción de peróxido de 

hidrogeno (H2O2) y oxigeno (O2) durante la dismutación de los radicales superóxido. El 

H2O2, que puede atravesar fácilmente las membranas celulares y ejercer efectos 

citotóxicos, se convierte en agua (H2O) a través de la catalasa (Kankofer et al., 2005). La 

gran mayoría de las enzimas que se encuentran en el plasma seminal actúan como agente 

antioxidante, previniendo la peroxidación de lípidos de membrana por especies reactivas 

del oxígeno y, en consecuencia, la fragmentación de ADN de los espermatozoides (Lewis 
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et al., 1997). La catalasa, la superóxido-dismutasa (SOD) y el sistema glutatión 

peroxidasa/reductasa (GPX/GRD) son las principales enzimas con propiedades 

antioxidantes que se encuentran en el semen (Lopes Almeida, 2006). El plasma seminal 

equino presenta una alta actividad de catalasa, la cual proviene principalmente de las 

secreciones de la próstata (Barry A. Ball et al., 2000). Asi mismo se ha descrito que en la 

especie asnal la actividad enzimatica antioxidante del plasma seminal es mayor que en 

equinos (Papas et al., 2019). 

La enzima aspartato amino-transferasa (AST) presente en el plasma seminal equino parece 

estar correlacionada con la motilidad de los espermatozoides. Defectos en la membrana 

del espermatozoide en la región de la pieza intermedia, donde se localiza la AST, conllevan 

a la pérdida de esta enzima, causando el bloqueo de la producción de adenosin trifosfato 

(ATP), responsable de la cinética de espermatozoides (Colenbrander et al., 2003). La 

enzima fosfatasa alcalina (ALP) se expresa en grandes cantidades en los testículos y el 

epidídimo. La cuantificación de esta enzima puede usarse como marcador para diferenciar 

la azoospermia verdadera (altos niveles de FA) de fallas en la eyaculación (bajos niveles 

de FA) y de la azoospermia por bloqueo de ampolla de los conductos deferentes (Turner, 

2005). 

Otros componentes de importancia en el plasma seminal son algunas hormonas, iones y 

vitaminas. En equinos, la presencia de prostaglandinas (PGF2α, y PGE2), estrógenos y 

oxitocina, está asociada con el transporte espermático y la eliminación del esperma no 

viable, ayudando en la limpieza uterina en yeguas susceptibles a endometritis. La 

composición iónica del plasma seminal varía entre las diferentes fracciones del eyaculado, 

y también entre animales de la misma especie. Las concentraciones de calcio, fosfato 

inorgánico y magnesio son mayores en la fracción espermática, compuesta por secreciones 

del epidídimo y de la ampolla del conducto deferente (Guasti et al., 2012)  

La actividad antioxidante enzimática en el semen equino aparentemente previene la 

formación de ERO, y es incrementada con la adición de un diluyente, posiblemente por sus 

cofactores y sustancias adicionales (Kankofer et al., 2005) . La CAT previene el descenso 

en la movilidad después del estrés oxidativo (Baumber, 2000). Un efecto protector de la 

CAT y el ácido etilendiamino tetra acético (EDTA) sobre la fragmentación del DNA, ha sido 

observado en espermatozoides humanos (Chi et al., 2008). Para los espermatozoides 

equinos el daño en el ADN puede ser bloqueado igualmente por la presencia de la CAT, y 
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por la presencia de glutatión reducido (GSH), pero no por la presencia de SOD. Esto reitera 

que el peróxido de hidrógeno es la principal ERO responsable del daño en el ADN de estas 

células (Baumber & Ball, 2005). Otras moléculas presentes en el plasma seminal, como 

vitamina C, vitamina E, urato, taurina, hipotaurina, piruvato y lactato, podrían actuar como 

antioxidantes (Barry A. Ball et al., 2000;  Baumber, 2000). Para minimizar los efectos de las 

ERO sobre los espermatozoides en équidos, se ha suplementado el semen con una 

variedad de estos sistemas antioxidantes, entre los cuales se encuentran SOD, CAT, 

citocromo C líquido, ácido ascórbico, α-tocopherol, carotenoides, flavonoides, extractos 

naturales de ajo y soya, y otras múltiples moléculas individuales o combinadas (B. A. Ball 

& Vo, 2001)   (Ball et al., 2001a; Membrillo et al., 2003).  

 

1.5 Proteínas del plasma seminal de los équidos asociadas a la 

calidad del semen y la fertilidad 

Las proteínas del plasma seminal derivadas del epidídimo y de las glándulas sexuales 

accesorias participan en la maduración espermática post-testicular, en la cual los 

espermatozoides adquieren su capacidad para fecundar (capacitación) (Sostaric et al. 

2008). Algunas de estas proteínas se unen a la superficie del espermatozoide y actúan 

como punto de anclaje a estructuras en el tracto genital femenino. Otras proteínas 

plasmáticas son necesarias en la modulación del sistema inmune de la hembra para 

suprimir la respuesta adversa que se genera contra las células espermáticas (Leeb et al. 

2005). 

En un estudio realizado con cinco equinos de la raza cuarto de milla y uno de la raza árabe, 

se encontró una asociación positiva (p< 0.05, r2 = 0.706) entre la proteína HSP1 (72 kDa, 

PI: 5.6) y los equinos de alta fertilidad. La estimación de la fertilidad se realizó mediante la 

asignación de un puntaje de cubrición de servicios, calculando la tasa de concepción 

alcanzada en cuatro temporadas reproductivas sucesivas. Por el contrario, las proteínas 

HSP-2 (75 kDa, PI: 6.0), HSP-3 (18 kDa, PI: 4.3), y HSP-4 (16 kDa, PI: 6.5), se encontraron 

en mayor cantidad en caballos de baja fertilidad (Brandon et al. 1999). 

Hamann et al. (2007) analizaron la relación entre CRISP (proteínas secretoras ricas en 

cisteína) y la fertilidad en equinos de la raza Hannoveriana. Basados en la secuencia de 26 
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exones para los tres genes equinos CRISP dentro de nueve razas diferentes, se 

identificaron 105 polimorfismos, entre los cuales se incluyen 30 polimorfismos para CRISP1, 

23 nuevos polimorfismos para CRISP2 y 52 polimorfismos para CRISP3.  

En esta investigación, Hamann et al. (2007), encontraron una asociación significativa para 

el SNP CRISP3 AJ459965: c. 622 G> A con la fertilidad en los equinos estudiados. Dicho 

SNP conduce a la sustitución de los aminoácidos glutamina por lisina en la posición 208 de 

la proteína CRISP-3 (E208 K). Tal vez un cambio no conservativo del ácido glutámico a 

lisina en esta región de la proteína equina CRISP-3, podría alterar sus propiedades de unión 

proteína-proteína, lo que podría afectar posteriormente la fertilidad del macho, teniéndose 

como hipótesis que el polimorfismo dentro del gen CRISP-3 puede afectar la función de la 

proteína en esta especie. Los caballos heterocigóticos para este polimorfismo c.+622GA, 

tuvieron una fertilidad menor cuando fueron comparados con los caballos homocigóticos 

c.+622GG. No se encontró diferencia estadística significativa entre los caballos 

heterocigóticos c.+622GA y los homocigóticos c.+622AA, probablemente debido al bajo 

número de observaciones de estos últimos en el grupo de estudio (n = 2). Una posible 

explicación para la baja frecuencia del alelo c.+622A puede ser el resultado de la selección 

genética realizada para disminuir el bajo desempeño reproductivo en esta raza.  

Por otro lado, Usuga et al. (2018), evaluaron los polimorfismos 199A.G (SNP1), 566C.A 

(SNP2), 622G.A (SNP3) y 716A.G (SNP4) dentro del gen CRISP3 de caballos criollos 

colombianos y su asociación con la calidad de semen post-descongelación,  encontrando 

para el SNP1 y el SNP3, que el genotipo AA tuvo los mejores resultados para la movilidad 

y la integridad de la membrana plasmática; para el SNP2, los mejores resultados para la 

movilidad y la morfología espermática post-descongelación se obtuvieron con el genotipo 

CC. Mientras que, para el SNP4, el genotipo GG tuvo los resultados más bajos, excepto 

para integridad de membrana plasmática. Así mismo, encontraron que un alto contenido de 

la proteína CRISP3 en el plasma seminal equino, estaba asociado con una mejor movilidad, 

cinética, vitalidad y morfología espermática post-descongelación en esta especie. 

Resultados similares fueron hallados por Novak et al. (2010), quienes investigaron la 

asociación entre las proteínas espermáticas y del plasma seminal como posibles 

marcadores genéticos para la fertilidad en equinos, encontrando que una de las proteínas 

del plasma seminal equino que puede ser asociada positivamente con la fertilidad, es la 

CRISP-3. Por el contrario, reportaron la existencia de otras proteínas del plasma seminal 
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como la proteína plasmática 1 Y 2 (HSP1 y HSP2), la clusterina y la proteína Kalikreina –

1E2, que fueron asociadas negativamente con la fertilidad en esta especie. 

Jobim et al. (2011), realizaron un estudio con equinos de la raza Hannoveriana y 

encontraron  una diferencia estadística significativa para el contenido de diferentes 

proteínas entre caballos buenos y malos congeladores; observando niveles más altos de 

CRISP-3 (80–85 kDa, PI: 7.54) y HSP-2 (18.2 kDa, PI: 5.0 –5.2) en equinos buenos 

congeladores, mientras que en los malos congeladores se encontraron niveles mayores de 

lactoferrina (75.4 kDa, PI:6.9–7.4), kalikreína (26.7 kDa, PI: 5.51) y HSP-1 (13.9 kDa, PI 

3.8-4.2). Estudios previos, han reportado que existe una proteína homóloga para la HSP-2 

en la especie bovina denominada BSP A1/A2, la cual también ha sido correlacionada con 

toros cuyo semen es de alta congelabilidad (Jobim et al. 2004).  

La proteína equina CRISP-3 fue caracterizada y secuenciada por primera vez por 

Magdaleno et al. (1997), sugiriéndose que podía tener un papel importante en la defensa 

espermática y en los procesos de fusión de membranas con el ovocito. Schambony et al. 

(1998) sugirió que la CRISP-3 es la principal proteína del plasma seminal equino, la cual 

puede encontrarse a concentraciones tan altas como 1 mg/ml en esta especie. Doty et al. 

(2011), encontraron que una de las funciones que presenta la proteína CRISP-3, es su 

acción moduladora a la unión de los polimorfonucleares, suprimiéndola de manera dosis 

dependiente con cantidades mayores a 125 µl/ml (p <0.05). De esta manera ejerce una 

función protectora para los espermatozoides contra la fagocitosis durante el transporte 

espermático en el oviducto de la hembra. Esto sugiere que cuando las hembras equinas 

son cubiertas por medio de la monta natural, podría encontrarse en el útero una 

concentración adecuada de CRISP-3, presentando un papel importante en los procesos de 

transporte y eliminación espermática.  

Por otro lado, a pesar de que las proteínas HSP-1 y HSP-2 pertenecen a la misma familia, 

se cree que la HSP-1 presenta un grado diferente de glicosilación, influenciando el grado 

de anclaje a la heparina e influenciando otras propiedades de la proteína, lo cual genera las 

diferencias en su función y por tanto, entre equinos buenos y malos congeladores (Jobim 

et al. 2011). La lactoferrina por su parte, es una proteína de unión al hierro con una masa 

molecular de 80 kDa aproximadamente. Su papel fisiológico en el plasma seminal sigue sin 

estar claro, sin embargo se conoce que es secretada por el epidídimo en la especie equina 

(Fouchecourt et al. 2000). La transferrina que sirve como una de las principales proteínas 
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de unión a hierro en el suero, también está presente en el plasma seminal, siendo producida 

por las células de Sertoli. Ambas proteínas son homólogas. Se ha reportado un aumento 

de la concentración de lactoferrina en muestras de semen de pacientes humanos que 

muestran oligospermia y oligoastenospermia, en comparación con muestras en 

normospérmicos (Buckett et al. 1997). Adicionalmente, en los seres humanos y en la 

especie bovina, los niveles anormales de transferrina en el plasma seminal se han 

asociados con la disfunción testicular y reducción de la fertilidad (Jobim et al., 2011) 

La kalikreína, una proteína perteneciente a la familia de las proteasas de serina, fue 

descubierta inicialmente en el semen y fue la proteína sérica más usada como marcador 

para el diagnóstico y pronóstico del cáncer de próstata. Esta proteína, ha sido aislada y 

purificada del plasma seminal equino, presentando una gran homología con la secuencia 

del antígeno específico prostático (PSA) en los seres humanos (Olsson et al. 2004; 

Lundwall y Brattsand, 2008) 

Macpherson et al. (2002) demostraron la presencia de factor de crecimiento insulínico tipo 

1 (IGF-1) y de las proteínas de unión a este factor IGFBP-2 (35 kDa) y IGFBP-5 (32 kDa) 

en el plasma seminal equino, sugiriendo como posibles fuentes de las mismas el testículo, 

el epidídimo y las glándulas accesorias, aunque no se han realizado investigaciones 

específicas para determinar su origen en esta especie. Adicionalmente, se correlacionaron 

diversos parámetros de calidad seminal con el contenido de IGF-1, encontrando mayores 

porcentajes de movilidad y espermatozoides con morfología normal en equinos con 

mayores niveles de IGF-1, y por tanto mayores tasas de concepción. Estos resultados 

coinciden con los encontrados en diversos estudios realizados en murinos, en los que la 

morfología y la movilidad espermática mejoraron tras el tratamiento exógeno con IGF-1 

(Breier et al. 1996; Vickers et al. 1999). Así mismo, la movilidad espermática y el VSL fueron 

significativamente mayores en esperma de toros tratados in vitro con IGF-1 ó IGF-2 

(Henricks et al. 1998). 

Adicionalmente se ha reportado que algunas proteínas del plasma seminal, pueden mejorar 

la penetración del espermatozoide al oocito (El-Hajj et al. 2007), promover la fagocitosis de 

espermatozoides muertos y la función de los polimorfonucleares, vía proteasas (Dacheux 

et al. 2003). Así mismo, se ha reportado una correlación positiva entre el contenido de 

proteínas totales del plasma seminal, y la congelabilidad del semen ovino (Barrios et al. 

2000). Usuga et al. (2016), hallaron un efecto significativo de las proteínas totales del 
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plasma seminal y parámetros de calidad de semen post-descongelación como MT, MP, 

VSL, VCL y VAP;  resultados que difieren de los reportados por Guasti et al. (2014), quienes 

a pesar de encontrar un contenido por eyaculado de proteínas totales superior en caballos 

fértiles que en los subfértiles (740.8 ± 489.6 vs 416.4 ± 254.7 mg, respectivamente), no 

hallaron asociación sobre los parámetros de calidad seminal evaluados. Por otro lado, se 

reportó que un nivel medio de proteínas totales arrojó los mejores resultados para los 

parámetros espermáticos de MT, MP, VE y HOS post-descongelación, probablemente 

debido a que un alto nivel de proteínas en el plasma seminal podría conducir a una mayor 

oxidación proteica, y a la consecuente reducción de la calidad del semen (Usuga et al. 

2016). 

La osteopontina es una glicoproteína ácida del plasma seminal que se liga a los 

espermatozoides después de la eyaculación (Souza et al. 2008). En equinos se ha 

reportado una concentración mayor de esta proteína en el plasma seminal de caballos de 

alta fertilidad, comparada con los de baja fertilidad (Brandon et al. 1999; Waheed et al. 

2013); resultados similares se han encontrado para la especie bovina (Cancel et al. 1997; 

Moura et al. 2007). Diversos mecanismos se han descrito para la relación de esta proteína 

con la fertilidad: ligarse a receptores de integrina localizados en la superficie del epitelio 

celular, pudiendo presentar una función protectora en infecciones bacterianas (Cancel et al. 

1999); participar en la ligación a las integrinas del ovocito durante el proceso de fertilización; 

inducir la capacitación del espermatozoide, aumentar su viabilidad mediante el bloqueo de 

vías apoptóticas y prevenir la poliespermia (Erikson et al. 2007); así como aumentar la 

capacidad de penetración del espermatozoide al ovocito (Moura et al. 2007). 

1.6 Inseminación artificial y respuesta inflamatoria uterina 

El uso de técnicas de reproducción asistida ha ayudado a los propietarios a producir crías 

de animales valiosos, que fueron consideradas infértiles mediante técnicas de reproducción 

estándar (Coutinho, 2008). Actualmente, la mayoría de las asociaciones de razas equinas 

permiten el uso de la inseminación con semen fresco, refrigerado y congelado, lo que ha 

estimulado el uso de esta técnica, así como un aumento en la investigación con semen 

congelado. Adicionalmente, el productor tiene en este momento acceso a técnicas 

modernas de evaluación de la calidad seminal (Squires, 2004). 
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Respecto al comportamiento reproductivo de las burras, éstas llegan a la pubertad a la edad 

de 1 o 2 años, aunque muestran menos estacionalidad que las yeguas, se informa un ciclo 

de celo más largo, con un rango de 20 a 40 días (promedio de 24 ± 1 día en comparación 

de 21 ± 1 día en la yegua). El estro puede durar 6 a 9 días, ocurriendo la ovulación en las 

últimas 24 horas (Taberner et al., 2008). La dominancia se establece cuando los folículos 

tienen aproximadamente 25 mm de diámetro. El crecimiento folicular promedio es de 2.7 

mm por día y el diámetro del folículo ovulatorio puede variar según la raza: 44 mm en 

Catalán, 30 a 33 mm para Poitou, 35 a 40 mm en Pega y Mammoth, y 32 mm para las 

burras del norte de África. En varios estudios se ha observado una frecuencia ligeramente 

más alta de ovulación en el ovario izquierdo que en el derecho (Miragaya et al., 2017). 

El control del ciclo estral es una de las más valiosas herramientas implementadas para 

mejorar la eficiencia reproductiva en la mayoría de las especies domésticas. La 

incorporación de nuevas tecnologías tales como la inseminación artificial y la transferencia 

de embriones exigen el desarrollo de protocolos de sincronización de celos y ovulaciones 

(Bianchi et al., 2011). 

Con la intención de hacer que el manejo reproductivo sea más eficiente en la inseminación 

artificial, se han evaluado algunos protocolos de inducción de la ovulación y su 

implementación en las hembras asnales, basándose en un protocolo que incluye dos dosis 

de prostaglandina (10 mg IM) separadas por un intervalo de 16 días. Con el uso de este 

protocolo, setenta y tres por ciento de las burras mostraron estro en promedio 4.5 ± 0.9 días 

y ovularon 10.4 ± 1.8 días después de la segunda administración de prostagandina 

(Blanchard et al., 1999). En otro trabajo, reportaron el uso de 1 mL de luprostiol, un análogo 

de la prostaglandina, en presencia del cuerpo lúteo, donde encontraron ovulaciones 8 a 12 

días después (principalmente el día 9 y 10, con variaciones según la raza y la edad) (Perez-

Marin et al., 2016). En otros reportes Alemayehu y Aderajew (2012) compararon el uso de 

Estrumate® versus Lutalyse® y concluyeron que ambos fármacos son útiles para la 

sincronización del estro en burras, pero que el tratamiento con cloprostenol resultó en un 

intervalo más corto al inicio del estro y la ovulación, y en una tasa mayor de ovulación 

después del tratamiento. 

Específicamente el uso de la inseminación artificial en las burras ha tenido algunas 

dificultades en comparación a las yeguas (Canisso et al., 2011), en parte debido a las 

diferencias anatómicas y fisiológicas en el tracto reproductivo, ya que las burras tienen la 
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vulva ubicada por debajo del piso de la pelvis, presentan una mayor inclinación del vestíbulo 

vaginal que la yegua, y un cérvix más largo y sinuoso (Miró y Papas, 2017).  También se 

ha observado la presencia de gran cantidad de polimorfo-nucleares neutrófilos (PMN), 

luego de 6 horas de la inseminación artificial con semen descongelado, provocando una 

reacción inflamatoria en el útero, que si persiste sería incompatible con el establecimiento 

de una preñez (Miró et al., 2011). Lo anterior, probablemente sea generado por la ausencia 

del plasma seminal y la presencia de crioprotectores permeables en el semen, irritantes 

para el útero (Miró y Papas, 2017). Un estudio reciente (Papa et al. 2017) mostró que, a 

diferencia de las yeguas, en un gran número de biopsias uterinas en burras, se encuentran 

presentes altos niveles de PMN y una alta proporción de degeneración del endometrio (19% 

-26%). Además, los valores de eosinófilos aumentan significativamente con la endometritis, 

en esta especie. A pesar de que se han implementado algunas estrategias como el uso de 

anti-inflamatorios no esteroidales post-servicio, para tratar de controlar la inflamación 

producida, algunos de ellos pueden presentar efectos adversos y no reducir de manera 

significativa la infiltración con PMN (Miró y Papas, 2017). 

La endometritis producida después del servicio, es una reacción inflamatoria fisiológica, que 

ayuda a remover el exceso de espermatozoides y otras partículas como bacterias, plasma 

seminal y diluyente del útero (Rota et al. 2012). Sin embargo, se ha observado de manera 

general, que la inseminación con semen congelado, genera una mayor reacción 

inflamatoria y acumulación de líquido intrauterino, comparado con la inseminación con 

semen fresco o la monta natural (Troedsson et al. 2001). Aparentemente, esta mayor 

respuesta se debe a los bajos volúmenes pero altas concentraciones de espermatozoides 

depositadas en el útero por medio de la IA con semen descongelado.  

En inseminación en burras, se ha demostrado que realizar una re-redilución post-

descongelación del semen, para disminuir la concentración de crioprotectores, disminuye 

la cantidad de PMN presentes en el endometrio (Fanelli et al., 2022; Kotilainen et al. 1994). 

Así mismo en otro trabajo con asnales, Rota et al. (2012), evaluaron el efecto del uso del 

glicerol (GLY) y del etilenglicol (EG) como crioprotectores permeables en los protocolos de 

congelación de semen de asno, y no encontraron una diferencia significativa para la calidad 

seminal ni para las tasas de preñez obtenidas. Sin embargo, las tasas de preñez tendieron 

a aumentar, con el uso de glicerol cuando se realizó una re-dilución con plasma seminal 

post-descongelación, comparadas con las obtenidas con el uso de DMF. Alternativas como 

la sustitución o el no uso de los crioprotectores permeables para la congelación de semen 



30 Evaluación de factores asociados con la criotoleracia, el estado rédox y la capacidad fecundante 

del semen asnal, orientados a la conservación de los burros (Equus asinus) criollos colombianos 

 
de asno, podría disminuir o eliminar completamente el riesgo de su toxicidad, así como el 

incremento de la respuesta inflamatoria en esta especie (Díaz-Jiménez et al. 2018). 

 

1.7 Otras evaluaciones  

1.7.1. Citometría de flujo 

La citometría de flujo requiere que los espermatozoides estén en una suspensión unicelular 

con aglutinación mínima. Los espermatozoides se marcan con un fluorocromo de elección 

y se usan en estado fijo o viable. La elección del fluorocromo está influenciada por la 

aplicación y las longitudes de onda de excitación disponibles en el citómetro de flujo. Una 

vez etiquetados, los espermatozoides se aspiran y se hacen fluir rápidamente a través de 

la celda de flujo, o corriente en el aire, donde son iluminados por una fuente de luz. En la 

mayoría de los citómetros de flujo modernos, la fuente de luz elegida es un láser, que emite 

una luz coherente en una longitud de onda específica (Gillan et al., 2005). 

1.7.2. Evaluación de potencial mitocondrial 

El yoduro mitocondrial 5,5′,6,6′-tetracloro-1,1′,3,3′-tetraetilbencimidazolil-carbocianina (JC-

1) permite hacer una distinción entre espermatozoides con mitocondrias poco funcionales 

y altamente funcionales (Garner et al., 1997). El JC-1 es un colorante de carbocianina 

fluorescente catiónico lipófilico que se internaliza por todas las mitocondrias en 

funcionamiento, donde emite una fluorescencia verde. En las mitocondrias altamente 

funcionales, la concentración de JC-1 dentro de las mitocondrias aumenta y forma 

agregados que emiten fluorescencia naranja (Gillan et al., 2005). La sonda mitocondrial JC-

1, actúa como un monómero con picos de excitación y emisión en las longitudes de onda 

verdes (510-520 nm) y también muestra un segundo pico en el rango rojo-naranja (590 nm). 

El fenómeno que produce la fluorescencia rojo-naranja se ha denominado formación de 

agregados JC1. Esto se debe a la formación reversible de los agregados de JC-1 con la 

polarización de la membrana, lo que provoca cambios en la luz emitida desde 530 nm (es 

decir, la emisión de la forma monomérica de JC-1) a 590 nm (es decir, la emisión de 

agregado de J) cuando es excitado a 490 nm (19, 20). La proporción de fluorescencia rojo-

naranja: verde (agregados: monómeros) depende del potencial de membrana mitocondrial 

(Cossarizza et al., 1996). Las mitocondrias con alto potencial de membrana emiten una 
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fluorescencia rojo-naranja, mientras que aquellas con potencial de membrana bajo a medio 

tienen un color verde fluorescente. Existen otras pruebas de evaluación de la integridad de 

las mitocondrias, sin embrago el JC-l tiene la propiedad única de diferenciar entre 

potenciales de membrana altos y bajos (Garner et al., 1997). 

1.7.3. Capacitación espermática 

Un método alternativo para la evaluación de la capacitación de los espermatozoides es con 

la Merocianina 540 (M540), este es hidrofóbico y actúa detectando un orden de 

empaquetamiento disminuido de fosfolípidos en la lámina externa de la membrana 

plasmática de la bicapa lipídica que ocurre en los espermatozoides capacitados. Otras de 

las consecuencias en la capacitación espermática un aumento en la asimetría de lípidos de 

la membrana plasmática y un aumento en la capacidad de las células vivas con acrosomas 

intactos para unirse a los componentes de la zona pelúcida (Flesch et al., 2001; Harkema 

et al., 1998)  Se cree que los cambios en la fluidez de la membrana detectados por M540 

preceden a la afluencia de calcio detectada por la clortetraciclina CTC, lo que convierte a 

M540 en un mejor método para evaluar los eventos tempranos de capacitación (Gillan, 

2005). El estado de la capacitación se ha evaluado mediante cambios mediados por el 

calcio utilizando el antibiótico fluorescente clortetraciclina (CTC). El CTC neutro y sin 

complejos atraviesa la membrana celular de los espermatozoides y entra en los 

compartimentos intracelulares que contienen calcio libre (Tsien, 1989) Al entrar en los 

compartimentos, el CTC se carga negativamente y se une al calcio, volviéndose más 

fluorescente. El complejo CTC-calcio se une preferentemente a regiones hidrófobas, como 

la membrana celular, dando como resultado patrones de tinción característicos de 

espermatozoides no capacitados, capacitados y con reacción de acrosoma (Gillan et al., 

2005) 
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ABSTRACT 

 

The cryopreservation of semen is an important technique to preserve genetic material, 

however pregnancy rates in jennies after artificial insemination with frozen–thawed donkey 

semen is poor. This condition has been attributed to the impact of permeable 

cryoprotectants. The permeable agent presence was suggested to provoke high post 

breeding endometritis, that affect fertility. Seminal plasma is involved in a multitude of sperm 

functions and events preceding fertilization such as activation of motility, antimicrobial 

action, neutralization of metabolites and a mediating effect of sperm capacitation and 

postcoital uterine inflammatory response. But seminal plasma in Equidae must be removed 
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for semen freezing. The objective of this study was to evaluate different alternatives in 

donkey semen cryopreservation with permeable, non-permeable cryoprotectants and 

seminal plasma (PS). Thirty ejaculates from ten donkeys were cryopreserved. For this, eight 

treatments were used with different combinations of dimethylformamide (DMF), sucrose 

(SUC) and homologous seminal plasma (SP). After thawing, sperm motility and kinetic were 

assessed by computerized semen analysis. The sperm vitality (SV) was evaluated by 

fluorescence microscopy using SYBR14/PI dyes. The functional membrane integrity was 

evaluated by HOST test, and abnormal morphology by eosin nigrosin stain. Sperm 

capacitation was evaluated by flow cytometry. For the statistical evaluation, a general linear 

model was carried out, an index of seminal quality (SQi) was carried out and the mean 

comparisons were made by the Tukey test. For the combination with permeable 

cryoprotectant (DMF), BSA and SP, values of 60.87±2.44%, 33.91±1.90%, 53.90±1.66%, 

54.92±2.08% and 0.47±0.01 were found for TM, PM, SV, IM and SQI, respectively.  For the 

combination with non-permeable cryoprotectant (SAC) and BSA, values of 19.5±1.78%, 

8.87±1.07%, 40.23±1.48%, 42.52±2.0% and 0.27±0.01 were found for TM, PM, SV, FIM 

and SQI, respectively. Semen freezing using DMF, SUC, BSA and SP provides good results 

in post-thaw semen quality. But, SUC and BSA, as an alternative to not including permeable 

cryoprotectants, provides a lower post-thaw semen protection capacity 

Keywords: seminal quality, sperm capacitation, dimethylformamide, sucrose, bovine serum 

albumin 

 

INTRODUCTION 

The donkey has been the most affected livestock species by industrialization, depopulation 

of rural districts, and mechanization of agriculture: this has led to a population decline of up 

to 80% in the 20th century, resulting in a dramatic situation of donkeys (Camillo et al., 2018). 

However, in several regions of the world, jacks are mated with mares to produce mule foals 

(Madison et al., 2013). Taking into account the importance of environment and biodiversity 

preservation of domestic species resources, research should be focused in those 

reproductive procedures aiming to preserve all available individuals (Diaz-Jimenez et al., 

2019). The improvement of semen cryopreservation protocols for endangered donkey 

breeds would, therefore, allow the establishment of sperm banks and a more efficient use 
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of cryopreserved donkey semen for insemination (Bottrel et al., 2018), because  the creation 

of sperm banks contributes to preserve valuable genetic material from these endangered 

populations (Hidalgo et al., 2020). However, the low reproductive efficiency of jennies has 

become an important challenge to overcome (Li et al., 2021). The cryopreservation of semen 

is an important technique to preserve genetic material (A. Rota et al., 2012), but 

unfortunately, pregnancy rates in jennies after artificial insemination with frozen–thawed 

donkey semen, are poor (Diaz-Jimenez et al., 2021). This condition has been attributed to 

the impact of permeable cryoprotectants (Vidament et al., 2009a). In addition, the permeable 

agent presence was suggested to provoke high post breeding endometritis that affecting 

fertility (Diaz-Jimenez et al., 2021). The inflammation caused by spermatozoa, is 

characterized by a rapid influx of polymorphonuclear neutrophils (PMNs) into the uterine 

lumen after artificial insemination (Troedsson et al., 2000). However, it is know that  seminal 

plasma significantly reduced the proportion of spermatozoa phagocytosed by PMNs 

(Alghamdi et al., 2004).  

Seminal plasma (SP) is a mixture of fluid secreted from the testes, epididymides and 

accessory sex glands, and it is involved in a multitude of sperm functions and events 

preceding fertilization (Kareskoski & Katila, 2008), such as activation of motility, 

antimicrobial action, neutralization of metabolites and a mediating effect of sperm 

capacitation and postcoital uterine inflammatory response (Rodríguez-Martínez et al., 

2011). Nevertheless,  seminal plasma in Equidae must be removed for preservation 

processes  (Jordi Miró et al., 2013b). The elimination of seminal plasma is a necessary 

process for the conservation of sperm in artificial conditions such as cryopreservation (Jordi 

Miró et al., 2013a; R. A. Monteiro et al., 2022; Vilés et al., 2013).  However, an alteration 

has been found due to the effect of 20% seminal plasma on sperm motility and vitality, and 

negative effects on sperm capacitation and fertilization capacity have also been shown 

(Manjunath, 2012; Morrell et al., 2014). This is because the main negative effects of seminal 

plasma is the formation of reactive oxygen species (ROS); they are highly reactive agents 

that belong to the class of free radicals (Agarwal & Saleh, 2002).  Therefore, the aim of this 

research was to evaluate the use of permeable, non-permeable cryoprotectant and seminal 

plasma, in post-thaw seminal quality of donkeys. 

 

MATERIAL AND METHODS 
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Animals and semen collection 

The study included ten Colombian Creole donkeys (Equus asinus) located in Antioquia 

(Colombia).  Animals were active breeding donkeys whose age ranged from 8 to 12 years. 

Likewise, their fertility had been confirmed by their live offspring. Their body condition scores 

ranged from 7 to 8 (using a scale from 1 to 9). Samples of semen were collected using a 

Missouri model artificial vagina (Minitube, Tiefenbach, Germany) previously lubricated with 

non-spermicidal gel. Three ejaculates were collected from each donkey with a difference of 

one week, and each ejaculate was processed separately. A mare or jenny was used to 

increase sexual stimulation. The gel fraction of the ejaculate was removed through filtration. 

The filtered semen was separated into two fractions, the first was diluted at a ratio of 2:1 

using EquiPlus extender (Minitube, Tiefenbach, Germany) at a temperature of 32 °C.  

The second fraction of semen was centrifuged at 800 x g for 15 minutes to obtain the SP 

used in the treatments described later. Before processing, the sperm and seminal plasma 

was transported for two hours at 10°C in an Equitainer (Hamilton Biovet, Ipswich, MA, USA). 

This study included only those samples whose total motility was 80% or higher. All the 

experiments were approved by the Ethical Committee for Animal of the Politécnico 

Colombiano Jaime Isaza Cadavid. 

 

Semen freezing and thawing 

 

 For freezing process, the collected ejaculates were split into eight aliquots which were 

randomly assigned to one of eight treatments, these were defined by previous experiments 

carried out by the research group. Each aliquot was first centrifuged at 800 x g for 10 minutes 

(Mikro 220R; Hettich, Vlotho, Germany), then, the pellet was resuspended using an extender 

composed of EquiPlus (Minitube, Tiefenbach, Germany), 5% of clarified egg yolk (CEY), 

plus the additives corresponding to each treatment (Table 1). With the dilution, the sperm 

concentration was brought to 100 x 106 spermatozoa/ml. The CEY was obtained according 

to Nouri (Nouri et al., 2013). SP supplementation was homologous. The sperm suspension 

of each treatment was packaged in 0.5 ml straws (MRS1 Dual V2; 

 IMVTechnologies, L'Aigle, France). The straws were cooled at 5 °C for 60 minutes, then 

were exposed to liquid nitrogen vapors for 15 minutes, and finally were stored in liquid 

nitrogen. After a week of storage, the cryopreserved straws were thawed by plunging into a 

water bath at 37 °C for 1 min. 
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TABLE 1.  Treatments for cryopreservation of donkey semen. DMF: Dimethylformamide. 
SUC: Sucrose. BSA: Bovine serum albumin. T1: DMF, T2: DMF/SP, T3: SAC/BSA, T4: 
SAC/BSA/SP, T5: DMF/SAC/BSA, T6: DMF/SAC/BSA/SP, T7: DMF/BSA, T8: 
DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP: 
Seminal plasma 
 
Semen quality assessment 

 

Sperm motility and kinetics was assessed by the Sperm Class Analyzer computer system 

(Microptic S.L, Barcelona, Spain). An Eclipse E200 phase-contrast microscope (Nikon Inc., 

Tokyo, Japan) with a digital camera (Scout SCA780; Basler) were used. A specific 

configuration established for the software was: 20 x 20 mm glass slide, optics in negative 

phase, drop of 5 µl, equine species, thermal plate at 37°C and a particle size of 20 to 72 

mm. A minimum of 500 spermatozoa were evaluated in five observation fields. The 

parameters analyzed were: total motility (TM), progressive motility (PM), curvilinear velocity 

(VCL), average path velocity (VAP), straight line velocity (VSL), amplitude of lateral head 

displacement (ALH) and beat-cross frequency (BCF). The sperm vitality (SV) was evaluated 

using the Live/Dead Sperm Viability kit (Invitrogen, Eugene, OR, USA) (Gamboa et al., 

2010). A drop of 50 μl of semen was mixed with 0.3 μl of SYBR-14 at a final concentration 

of 6 μM and incubated for 8 min at 35°C. Following this, PI (0.48 mM) was added to the 

mixture and incubated for 8 min at 35 °C. Samples of 7 μl of semen were placed on a glass 

slide and covered with a cover slip. Then, 200 spermatozoa were counted using an Eclipse 

E200 microscope with HBO fluorescence (Nikon Inc., Tokyo, Japan). Abnormal morphology 

(AM) was assessed using the modified eosin–nigrosin test (Brito et al., 2011). A droplet of 

semen and a droplet of eosin–nigrosin (Sigma–Aldrich, Eugene, OR, USA) were placed on 

a microscope slide, mixed, smeared and placed on a warming plate at 37 °C. Subsequently, 

 
Treatments 

Permeable 
cryoprotectants 

 

Non-permeable 
cryoprotectants 

 

Seminal 
plasma 

 DMF (%) SUC (mM) BSA (%) SP (%) 

T1 5 -  - 

T2 5 -  10 

T3 - 200 1 - 

T4 - 200 1 10 

T5 5 200 1 - 

T6 5 200 1 10 

T7 5 - 1 - 

T8 5 - 1 10 
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200 spermatozoa were assessed individually in an Eclipse E200 phase-contrast microscope 

(Nikon Inc., Tokyo, Japan). Functional membrane integrity (FMI) was assessed  using the 

hypo-osmotic swelling test (HOST) (Neild et al., 1999). To provide a concentration  of 

100 mOsmol/L, 20 µl of semen were added to 200 µl of a hypo-osmotic 5.4% sucrose 

solution. This mixture was incubated at 38.5°C for 30 min. Then, 200 spermatozoa were 

evaluated using an Eclipse E200 phase-contrast microscope (Nikon Inc., Tokyo, Japan). All 

of the above tests were performed on both raw semen and frozen-thawed semen. 

 

The sperm capacitation was determined using the lipid fluorochrome merocyanine-540 (M-

540), as reported by Thomas et al. 2006. For this analysis, the protocol performed by 

Muratori et al. 2004, diluting a semen sample in HANKS' solution Balanced salt solution at 

a concentration of 1 x 106 / mL. Subsequently, merocyanine-540 was added to a final 

concentration of 0.68 μM and incubated at 25°C for 10 minutes. Sperm capacitation was 

determined by flow cytometry (LSRFortessaTM, BD Biosciences). Samples were excited 

using a 488nm solid phase laser, and fluorescence was detected at 575/26nm. Data were 

analyzed using FlowJo software version 7.6.2 (FlowJo, LLC, USA). 

 

Statistical analysis 

A general linear model was fitted for each dependent variable. In each statistical model, the 

fixed effect of ejaculate nested within the donkey (Ej(Dn)) and the fixed effect of treatment, 

were included. Normal distribution of variables was validated with the Kolmogorov–

Smirnov´s test. In order to express the seminal quality in a consolidated criterion, a seminal 

quality index (SQi) was calculated, according to the following formula: SQi = ΣSp/100n, 

where Sp is a sperm parameter and n is the number of parameters (Ortiz et al., 2015). The 

sperm parameters included were TM, PM, SV, AM and FMI. Means were compared by the 

Tukey’s test. Results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). The 

significance level used for all assessments was P < 0.05. All analyses were conducted using 

SAS Version 9.2. Software (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). 

 

RESULTS 

Figure 1 shows the results of total and progressive motility with the different treatments. It 

was found that cryopreservation of semen without permeable cryoprotectants (T3 and T4) 
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caused a reduction in motility compared to treatments with permeable cryoprotectant (DMF). 

(p <0.05).  Additionally, in the treatment with dimethylformamide, sucrose and seminal 

plasma, a decrease in total motility was observed (T5) compared to the other treatments. 

 

 

FIGURE 1. Total and progressive motility of post-thaw donkey spermatozoa in different 
alternatives to cryopreservation. TM: Total motility. PM: Progressive motility. The values are 
expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Different letters for each treatment 
represent statistical differences (p <0.05).  T1: DMF, T2: DMF/SP, T3: SAC/BSA, T4: 
SAC/BSA/SP, T5: DMF/SAC/BSA, T6: DMF/SAC/BSA/SP, T7: DMF/BSA, T8: 
DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  
Seminal Plasma 
 

 

Figure 2 shows the reduction of vitality in sperm cells when using only sucrose as an agent 

for cell dehydration in freezing sperm (treatment 3 and 4) with respect to the other treatments 

(p <.05). This is also observed for FIM (p <.05); however, the values for these treatments 

(treatment 3 and 4) were 42.52% ± 2.0 and 42.58% ± 1.88, respectively. One of the highest 

values found in this research for this parameter, was the obtained using DMF with SUC, 

BSA and PS (treatment 6) with a value of 56.32% ± 1.89. 
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FIGURE 2.  Evaluation of functionality and structure of plasma membrane in post-thaw 
sperm in donkeys with different freezing treatments. SV: Sperm vitality. AM: Abnormal 
morphology. FMI: Functional Membrane integrity. Different letters for each treatment 
represent statistical differences (p < 0.05). T1: DMF, T2: DMF/SP, T3: SAC/BSA, T4: 
SAC/BSA/SP, T5: DMF/SAC/BSA, T6: DMF/SAC/BSA/SP, T7: DMF/BSA, T8: 
DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  
Seminal plasma 

 

In Table 2, some differences between treatments are evident in sperm kinetics (p < 0.05), it 

can be noted that the VSL, VCL and VAP showed lower values in treatments without 

permeable cryoprotectants (T3 and T4) (p < 0.05) and higher values were observed for the 

treatment T1 and T2. However, no statistically significant differences for STR and LIN (p ≤ 

0.05) were observed.  
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Treatments 

VARIABLE T1  T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 

VCL (µm/s) 71.24 ± 
1.57ab 

73.68± 
1.60a 

52.51± 
1.55e 

50.65± 
1.24e 

65.31± 
1.51d 

65.86± 
1.46cd 

68.29± 
1.82c 

70.39± 
1.81abc 

VSL (µm/s) 47.12 ± 

1.38abc 

51.13± 

1.38a 

35.22± 

1.39e 

32.64± 

1.09e 

42.44± 

1.20d 

44.15± 

1.18cd 

46.21± 

1.51bcd 

49.33± 

1.51ab 

VAP (µm/s) 37.71 
±1.24abc 

40.84± 
1.30a 

29.06± 
1.40d 

26.49± 
1.13d 

34.14± 
1.14c 

34.66± 
1.12c 

36.59± 
1.33bc 

38.89± 
1.34ab 

STR (%) 69.40 ± 

0.87a 

70.21± 

0.85a 

70.85± 

1.24a 

70.20± 

1.08a 

71.10± 

0.78a 

69.27± 

0.84a 

68.19± 

0.94a 

69.40± 

0.84a 

LIN (%) 45.88 ± 
1.08a 

48.80 ± 
1.06a 

48.16± 
1.45a 

46.17± 
1.22a 

47.60± 
0.92a 

47.30± 
0.96a 

46.36± 
1.11a 

48.73± 
1.05a 

WOB (%) 61.67 ± 
0.22c 

65.14 ± 
0.80ab 

63.39± 
1.08abc 

61.43± 
0.92c 

63.09± 
0.70abc 

64.08± 
0.70abc 

62.65± 
0.77bc 

65.68± 
0.78b 

ALH (µm) 2.64 ± 

0.04ab 

2.74 ± 

0.05ab 

2.22± 

0.05b 

2.22± 

0.04b 

2.62± 

0.05ab 

2.63± 

0.05ab 

4.42± 

1.28a 

2.65± 

0.06ab 

BCF (Hz) 8.80  ± 
0.86a 

8.53± 
0.20ab 

7.14± 
0.25a 

7.14± 
0.25a 

7.97± 
0.19b 

7.61± 
0.17bcd 

9.05± 
0.96a 

8.05± 
0.17ab 

TABLE 2. Evaluation of post-thaw sperm kinetics in donkeys with different freezing 
alternatives. Different letters for each treatment represent statistical differences (p < 0.05). 
T1: DMF, T2: DMF/SP, T3: SAC/BSA, T4: SAC/BSA/SP, T5: DMF/SAC/BSA, T6: 
DMF/SAC/BSA/SP, T7: DMF/BSA, T8: DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: 
Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  Seminal plasma. VCL: Curvilinear velocity, VSL: 
Straight-line velocity, VAP: Average pathway velocity, LIN: Linearity index, STR: 
straightness index WOB, average path velocity/curvilinear velocity ALH: Mean lateral head 
displacement, BCF: Frequency of head displacement 

 

Results for sperm capacitation, are shown in Figure 3. Sperm were stained with 

merocyanine-540, and bright fluorescence (M540HIGH) over the sperm head indicates 

plasma membrane disorder (Vadnais & Althouse, 2011). Given this, M540 HIGH, 

corresponds to the capacitated sperm population and M540LOW denotes the no-

capacitated population. It can be seen that there is no statistically significant difference (p < 

0.05) for any of the treatments for the population of capacitated sperm (M540HIGH). In the 

mean sperm capacitation, there was only statistical difference (p < 0.05) between treatment 

T1 and T3. T1 only contains the permeable cryoprotectant. 
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FIGURE 3. Sperm capacitation analysis with meriocyanin 540 in thawed donkey semen. 
Different letters for each treatment represent statistical differences (p < 0.05) T1: DMF, T2: 
DMF/SP, T3: SAC/BSA, T4: SAC/BSA/SP, T5: DMF/SAC/BSA, T6: DMF/SAC/BSA/SP, T7: 
DMF/BSA, T8: DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin 
bovine serum, SP:  Seminal plasma. M540LOW: % non-capacitated sperm, M540HIGH: % 
capacitated sperm. 

 

The lowest quality index corresponded to treatments without permeable cryoprotectants 

(Figure 4); for this index, the highest values were for treatments 6 and 8. The sperm 

parameters included were TM, PM, SV, AM and FMI. Values for SQi ranged between 0 and 

1, where SQ = 1 represents the maximum level of sperm quality (Ortiz et al., 2015) 
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FIGURE 4. Seminal quality index in thawed semen of donkeys. Different letters for each 
treatment represent statistical differences (p < 0.05) T1: DMF, T2: DMF/SP, T3: SAC/BSA, 
T4: SAC/BSA/SP, T5: DMF/SAC/BSA, T6: DMF/SAC/BSA/SP, T7: DMF/BSA, T8: 
DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  
Homologous seminal Plasma 
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DISCUSSION 

The present study was based on the comparison of alternatives in donkey semen freezing 

with permeable, non-permeable cryoprotectants, a protein source such as bovine serum 

albumin and homologous seminal plasma. For this study, it was found that post-thaw semen 

quality when using dimethylformamide, regardless of whether or not it is with other 

components, is superior in semen quality parameters.  

The same result was found in a previous investigation with the use of DMF and SP, finding 

total motilities greater than 60%, progressive motilities near 40% and plasma membrane 

functionality above 50% (Montoya et al., 2017). Dimethylformamide, present greater 

membrane permeability and cause less osmotic stress, mainly due to their lower molecular 

weight and viscosity (B. A. Ball & Vo, 2001; C. Ortega-Ferrusola, Macías García, et al., 

2009); besides, it is not a toxic substance for the sperm during the freezing process 

(Alvarenga et al., 2005). Other studies concluded that the extender with 5% 

dimethylformamide (DMF) resulted in superior post-thaw membrane integrity (Alvarez et 

al.,2004).  

In the present investigation, it was observed that the treatments supplemented with DMF 

had better results for different parameters of seminal quality. Among these, T1,T2,T6,T7,T8 

presented higher values for MT, MP, SV and FIM, compared to the other treatments (Figure 

1 and 2).  Acha et al., (2016b) report that using DMF as a cryoprotectant in sperm from 

Andalusian donkeys has a positive effect on MT, MP, and IM with values of 66.21±2.60%, 

57.09±2.99% and 64.95±3.77%, respectively; these values being comparable to those found 

in the treatments mentioned above. In the research by Ferrante et al. (2018) in donkey 

semen freezing with DMF, found MT and MP values of 40% and 30%, respectively. For 

kinetic evaluation, they found values (µm/s) of 58.11±20.6, 26.23 ± 8.3 and 30.94±11.1, for 

VCL, VSL and VAP, respectively. In this sense, for the present study, the motility values 

were higher for treatments with permeable cryoprotectant, and the sperm velocity values 

were similar for treatments without permeable cryoprotectant.   

The evaluation of the seminal quality index allows a general evaluation of the quality of the 

semen. There are few studies that carry out this evaluation. Ortiz et al., (2015), found a value 

of 0.65±0.3 in thawed Andalusian donkey semen, being a higher value, than those found in 

the different treatments of this research. 
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Previous studies have reported that BSA could decrease the lipid peroxidation in the plasma 

membrane caused by oxygen reactive species and protect the plasma membrane efficiently 

(Fu et al., 2017; Troedsson et al., 2000). Plasma membrane is important to maintain sperm 

metabolism, it is highly correlated with sperm motility and survival index (Zhang et al., 2015). 

BSA has a protective effects related to specific interaction with plasma membrane 

phospholipids, which decrease the degree of sperm injury during semen storage. 

Additionally, this may be attributed to  extraction of the cholesterol from the sperm 

membrane which leads to high fluidity of sperm membranes before freezing and enhancing 

the cryosurvival of the spermatozoa (El-Kon, 2011). Moreover, SUC is not able to diffuse 

across the plasma membrane, creating an osmotic pressure that induces cell dehydration 

and a lower incidence of intracellular ice formation (Barbas & Mascarenhas, 2008). During 

capacitation, various signaling pathways at the sperm membrane and cytoplasm have to be 

induced in the spermatozoa, leading to physiological and biochemical modifications (Maitan 

et al., 2021). Only capacitated spermatozoa have the capacity to fertilize the mature oocyte 

(Gervasi & Visconti, 2016). In general, capacitation is induced generally by Ca2+ and a 

cholesterol acceptor such as albumin (Leemans et al., 2019), In the present investigation, 

the treatments with BSA did not denote differences in the values of sperm capacitation in 

thawed semen of donkeys. Sperm cryocapacitation represents an altered state of sperm 

functionality triggered by cooling, freezing and thawing stress, so-called due to similarities 

to the capacitation process, which happens precociously before the insemination impeding 

fertilization (Córdova et al., 2012).  

Kavak et al. (2003) evaluated the capacitation state of frozen-thawed equine spermatozoa, 

was performed with Merocyanine 540 staining. Immediately after thawing, the non-

capacitated spermatozoa percentage found was 36.8 ± 9.1%; this value is comparable to 

that found in this research with donkey semen. Freezing-thawing results in damage to the 

sperm cell membrane, reduces the capacity of mitochondria to generate ATP, induces 

mitochondrial damage, reduces the total and progressive motility and alters the metabolic 

functions of the spermatozoa (Kritaniya et al., 2020). This could explain, for the present 

work, that treatments with lower sperm velocities, had a tendency to greater the population 

of non-capacitated sperm (T3-T4, Figure 3.) 

It has been suggested that permeable cryoprotectants generate an important inflammatory 

reaction in the reproductive tract of donkeys, causing low fertility rates (Serres et al., 

2014,Vilés et al., 2013, Diaz-Jimenez et al., 2018). It is commonly accepted in Equidae, that 
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insemination. But there are no studies on the sperm transport in the jennies, it is possible 

that the deep horn inseminations allowed a lower time of interaction between sperm cells 

and the endometrium, leading to reduced uterine inflammatory response and increased 

number of viable sperm and a closer proximity to the site of sperm storage and fertilization 

(Oliveira et al., 2016).  

with frozen semen leads to greater post-artificial insemination fluid accumulation than 

insemination with fresh semen or natural service (Vidament et al., 2009a). Although, other 

investigations in artificial insemination in donkeys with semen supplemented with seminal 

plasma after thawing, obtained pregnancy results of 61.5% (Rota et al., 2012). In the same 

way, Fanelli et al. (2022) when used SP after thawing, found values for TM and PM of 

61.05% and 49.55% respectively, being values similar to those of this study for T2, T6 and 

T8. The SP contains a complex mix of ions, enzymes, sugars, lipids, amino acids, proteins, 

and hormones (Neuhauser et al., 2019; Wood et al., 2016), that have an important role in 

physiological processes for sperm functions such as protection, nutrition, transport, 

regulation of the inflammatory response in the uterus and interaction with the oocyte (Portus 

et al., 2005; Töpfer-Petersen et al., 2005; Troedsson et al., 2000).  

Regarding the use of non-permeable cryoprotectants, it was reported that when a 

concentration of 0.25M of SUC was used, values in total and progressive motility of 

31.4%±12.9 and 19.2%±7.6, were found respectively (Diaz-Jimenez et al., 2018). These 

results are lower than those found in the present study when using SUC at 0.2M. However, 

for the integrity of the plasmatic membrane, the results were similar to other investigations 

with values around 40% (Diaz-Jimenez et al., 2019, Hidalgo et al., 2020). In addition, when 

freezing donkey sperm with 0.25M SUC and 1% BSA, has been found sperm velocity (µm/s) 

of 74.7±22.7, 60.6±20.4, 65.6±21.4 for VCL, VSL and VAP, respectively (Diaz-Jimenez, 

Dorado, Ortiz, et al., 2018). In this research, it was found that the alternatives without 

permeable cryoprotectants such as sucrose and BSA, showed a total motility close to 20%, 

and plasma membrane functionality around 40%. Sucrose creates an osmotic gradient 

across the cell membrane, which enhances dehydration of the cell before freezing and 

preserves the structural and functional integrity of cell membranes (Zhu et al., 2014).   

For the present work, the supplementation was carried out at 0.2M of SUC, finding lower 

values in the sperm velocity of thawed semen. It could be hypothesized that the use of 

thawed semen without permeable cryoprotectant, can reduce uterine inflammation due to 
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the reasons explained above. In addition, after insemination, stallion spermatozoa are 

transported from the mare’s uterine body towards the oviduct mainly as a result of uterine 

contractions with passive sperm transport, with a relatively minor contribution of active 

sperm motility (Maitan et al., 2021). Without the aid of uterine contractions, even highly 

motile spermatozoa could not make their long journey through the large uterus (Katila, 2001, 

Suarez & Pacey, 2006). Therefore, seminal plasma has a role facilitating transport of sperm 

and protecting them in the genital tract, extending their survival time (Katila, 2001). 

According to the above, it is proposed to carry out studies where the inflammatory reaction 

of the reproductive tract of jennies can be evaluated, as well as studies that allow to confirm 

the fertilizing capacity of donkey sperm under different freezing alternatives. Additionally, to 

study the relationship of the components of seminal plasma with the fertilizing capacity of 

sperm in donkeys, will be promising to create germplasm banks and increase pregnancy 

rates in jennies. 

 

CONCLUSSION 

Post-thaw seminal quality in donkeys is superior with the use of dimethylformamide, bovine 

serum albumin and seminal plasma, in the freezing extender. Non permeable 

cryoprotectants like sucrose and bovine serum albumin combination, as an alternative to not 

including permeable cryoprotectants, provides a lower post-thaw semen quality. 
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3. Capítulo 3. Asociación de componentes del 
plasma seminal y crioprotectores 
alternativos para la criopreservación, con el 
estado rédox, la capacidad antioxidante y la 
capacidad fecundante del semen en burros 
criollos colombianos 

 

En este capítulo se encuentra el desarrollo de los siguientes objetivos específicos. 

Objetivo específico 1. Evaluar proteínas del plasma seminal y su asociación con la calidad 

del semen fresco y criopreservado en asnos (Equus asinus) criollos colombianos 

Objetivo específico 3. Evaluar la asociación entre las proteínas del plasma seminal y el uso 

de crioprotectores alternativos para la criopreservación, con el estado redox y la capacidad 

antioxidante del semen asnal 

Objetivo específico 4.  Identificar la asociación de las proteínas del plasma seminal con la 

capacidad fecundante del semen de asnos criopreservado. 

 

 

 

 

 

 



76 Evaluación de factores asociados con la criotoleracia, el estado redox y la capacidad fecundante 

del semen asnal, orientados a la conservación de los burros (Equus asinus) criollos colombianos 

 
RESUMEN  

El plasma seminal en équidos está involucrado en varios eventos que preceden la 

fertilización de los espermatozoides como la activación de la movilidad, la acción 

antimicrobiana, la neutralización de metabolitos y un efecto mediador de la capacitación 

espermática y de la respuesta inflamatoria uterina postcoital. En la especie asnal se ha 

demostrado que el plasma seminal puede proveer al semen sometido a procesos de 

criopreservación, una mayor capacidad antioxidante, dado que contiene diversas 

moléculas que pueden proteger a los espermatozoides del estrés oxidativo. El objetivo de 

este capítulo fue evaluar la asociación entre componentes del plasma seminal (proteínas 

y enzimas) y crioprotectores alternativos para la criopreservación, con el estado rédox, la 

capacidad antioxidante y la capacidad fecundante del semen en asnos criollos 

colombianos. Para esto, se utilizaron ocho tratamientos con diferentes combinaciones de 

dimetilformamida (DMF), sacarosa (SAC) y plasma seminal homólogo (PS). Se realizó la 

evaluación de algunos componentes del plasma seminal. Al semen descongelado se le 

realizó evaluación de la capacidad antioxidante total (TAC), especies reactivas de oxígeno 

(ERO) y la capacidad fecundante fue evaluada con la adherencia de espermatozoides a la 

zona pelúcida de oocitos. Para la evaluación estadística se realizaron coeficientes de 

correlación y regresión entre los componentes del plasma seminal, la TAC, ERO y 

capacidad fecundante con los tratamientos de congelación del semen. Para las 

comparaciones de medias de la capacidad fecundante se realizó el Test de Tukey. Para la 

proteína secretora rica en cisteína 2 (CRISP2) se obtuvo un coeficiente de correlación 

positiva significativa de 0.17 con el índice de calidad seminal (SQi) del semen 

descongelado. La adherencia de espermatozoides a la zona pelúcida fue de 265.34±11.03, 

135.2±7.66, 268.37±9.01 y 299.14±10.22 para los tratamientos T1, T4, T6 y T8, 

respectivamente. Se concluye que componentes del PS, la TAC y ERO están asociados a 

la calidad del semen y a la capacidad fecundante de espermatozoides asnales. Además, 

la congelación de semen bajo un medio compuesto por dimetilformamida (DMF), albumina 

sérica bovina (BSA) y plasma seminal (PS), mejoró la adherencia de espermatozoides a 

la zona pelúcida, siendo un indicador favorable sobre la capacidad fecundante de 

espermatozoides asnales. 

Palabras clave: Proteínas, enzimas, especies reactivas de oxígeno, índice de calidad 

seminal, capacidad antioxidante 
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ABSTRACT 

Seminal plasma in Equidae is involved in several events that precede sperm fertilization, 

such as motility activation, antimicrobial action, metabolite neutralization, and a mediating 

effect on sperm capacitation and postcoital uterine inflammatory response. In the donkey 

species, it has been shown that seminal plasma can provide semen subjected to 

cryopreservation processes with a greater antioxidant capacity, since it contains various 

molecules that can protect sperm from oxidative stress. The aim of this chapter was to 

evaluate the association between seminal plasma components (proteins and enzymes) and 

alternative cryoprotectants for cryopreservation, with the redox state, antioxidant capacity 

and fertilizing capacity of semen in Colombian Creole donkeys. For this, eight treatments 

with different combinations of dimethylformamide (DMF), sucrose (SAC) and homologous 

seminal plasma (SP) were used. Evaluation of some components of seminal plasma was 

performed. Thawed semen was evaluated for total antioxidant capacity (TAC), reactive 

oxygen species (ROS), and fertilizing capacity, which was evaluated with sperm adherence 

to the zona pellucida of oocytes. For the statistical evaluation, correlation and regression 

coefficients were performed between the components of seminal plasma, TAC, ERO and 

fertilizing capacity, with semen freezing treatments. For the comparisons of means of the 

fertilizing capacity, the Tukey Test was carried out. For cysteine-rich secretory protein 2 

(CRISP2), a significant positive correlation coefficient of 0.17 with the seminal quality index 

(SQi) of thawed semen, was obtained. The adherence of spermatozoa to the zona pellucida 

was 265.34±11.03, 135.2±7.66, 268.37±9.01 and 299.14±10.22 for treatments T1, T4, T6 

and T8, respectively. It is concluded that SP components, TAC and ROS are associated 

with semen quality and the fertilizing capacity of donkey sperm. Additionally, freezing of 

semen under a medium composed of dimethylformamide (DMF), bovine serum albumin 

(BSA) and seminal plasma (PS), improves the adherence of sperm to the zona pellucida, 

being a favorable indicator of the fertilizing capacity of donkey sperm. 

Keywords: Proteins, enzymes, reactive oxygen species, seminal quality index, antioxidant 

capacity. 

 

 

 



78 Evaluación de factores asociados con la criotoleracia, el estado redox y la capacidad fecundante 

del semen asnal, orientados a la conservación de los burros (Equus asinus) criollos colombianos 

 
INTRODUCCIÓN 

La criopreservación del semen en équidos requiere de muchos pasos, entre ellos la 

centrifugación del eyaculado (Contri et al., 2012), con el fin de retirar el plasma seminal, 

considerado como perjudicial para los espermatozoides durante el almacenamiento a 

bajas temperaturas (Carver & Ball, 2002). En una investigación con asnos de la raza 

Zamorano-Leonés, se encontró que el semen que fue centrifugado retirando el plasma 

seminal, obtuvo mejores resultados de movilidad total, movilidad progresiva e integridad 

de la membrana plasmática con respecto al semen que no fue centrifugado (Serres et al., 

2002). La criopreservación del semen en équidos requiere de muchos pasos, entre ellos 

la centrifugación del eyaculado (Contri et al., 2012), ésta con el fin de retirar el plasma 

seminal, considerado como perjudicial para los espermatozoides durante el 

almacenamiento a bajas temperaturas (Carver et al., 2002). Esta condición no deseada, 

es reducida con la dilución del semen o con la eliminación parcial o total del plasma seminal 

(Miró et al., 2009). Sin embargo, el plasma seminal en condiciones naturales, está 

involucrado en varios eventos que preceden la fertilización de los espermatozoides 

(Kareskoski & Katila, 2008) tal como la activación de la movilidad, la acción antimicrobiana, 

la neutralización de metabolitos y un efecto mediador de la capacitación espermática y de 

la respuesta inflamatoria uterina postcoital (Rodríguez-Martínez et al., 2011).  

La mayoría de las proteínas presentes en el semen, se encuentran en el plasma seminal 

y participan en la maduración espermática post-testicular, en la cual los espermatozoides 

adquieren su capacidad para fecundar (capacitación) (Giesecke et al., 2010). Algunas de 

estas proteínas se unen a la superficie del espermatozoide y actúan como punto de anclaje 

a estructuras en el tracto genital femenino. Una de las principales proteínas presentes en 

el plasma seminal de los equinos es la CRISP-3 (Schambony et al., 1998), la cual puede 

tener un papel importante en la defensa espermática y en los procesos de fusión de 

membranas con el ovocito (Magdaleno et al., 1997b), siendo esta última función también 

atribuida a la proteína CRISP-2 (Cohen et al., 2011). La osteopontina también es otra 

proteína del plasma seminal de los équidos relacionada positivamente con la fertilidad, 

donde específicamente en el macho, es relacionada a los índices elevados de testosterona 

en el plasma seminal  (Waheed et al., 2013).  

Algunos estudios han demostrado que las proteínas unidas a la membrana de los 

espermatozoides, son similares a las existentes en el plasma seminal; de igual forma, 
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pruebas de fertilidad realizadas en el semen recolectado de la cola del epidídimo, han 

puesto en duda la necesidad de los componentes del plasma seminal, debido a que se ha 

observado que las células espermáticas son capaces de fertilizar un ovocito, sin contacto 

previo con las secreciones de las glándulas accesorias (Monteiro et al., 2011; Papa et al., 

2008). El papel fisiológico del plasma seminal no se entiende completamente todavía 

(Kareskoski & Katila, 2008), pero se ha descrito que la mayoría de la capacidad 

antioxidante del semen equino se encuentra en dicho plasma (Barry A. Ball, 2008).  

Investigaciones con plasma seminal se han enfocado en identificar las enzimas 

antioxidantes allí presentes y en la relación de éstas con la calidad seminal (Bucci et al., 

2016; Härtlová et al., 2013). La catalasa, la superóxido-dismutasa (SOD) y el sistema 

glutatión peroxidasa/reductasa (GPX/GRD) son las principales enzimas con propiedades 

antioxidantes que se encuentran en el semen (Barry A. Ball, 2008). En la especie asnal se 

ha demostrado que el plasma seminal puede proveer al semen sometido a procesos de 

criopreservación, una mayor capacidad antioxidante, dado que contiene diversas 

moléculas que pueden proteger a los espermatozoides del estrés oxidativo (Montoya et al., 

2017). Sumado a esto se tiene la concepción que el semen proveniente de asnales 

presenta una mayor calidad e incluso resistencia a la criopreservación que el semen 

proveniente de caballos de diferentes razas (Miragaya et al., 2018); sin embargo, poco se 

han estudiado los factores que explicarían este fenómeno, y menos aún para el caso de 

especímenes criollos colombianos. 

El almacenamiento de espermatozoides está asociado con una reducción en su viabilidad 

y capacidad fecundante (Yoshida, 2000), esto se atribuye a procedimientos asociados al 

almacenamiento, como la adición de diluyentes y la centrifugación (Kankofer et al., 2005). 

Por otra parte, durante el almacenamiento a bajas temperaturas, los espermatozoides 

equinos están sujetos al daño oxidativo de los fosfolípidos, las proteínas y la cromatina, 

tambien al estrés osmótico que conduce al daño de la membrana plasmática y la alteración 

en el metabolismo de los espermatozoides, sufriendo cambios similares a los de la 

apoptosis como consecuencia de la criopreservación (Barry A. Ball, 2008). El estrés 

oxidativo es la respuesta a una cantidad excesiva de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

(Cristina Ortega-Ferrusola et al., 2011), éstas pueden generarse como una parte típica del 

metabolismo oxidativo de las mitocondrias, como resultado de la pérdida de electrones del 

sistema de transporte de electrones (Barry A. Ball et al., 2001). Sin embargo, las ERO en 

bajos niveles son requeridas para la unión a la zona pelúcida estimulando la capacitación 
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espermática, hiperactivación , reacción acrosómica y fusión con el oocito (J. Aitken & 

Fisher, 1994). 

Por otra parte, la evaluación del semen y la fecundación in vitro (FIV) representan los 

enfoques más adecuados para evaluar la capacidad fecundante de una muestra de semen, 

dado que estos estos métodos incluyen la evaluación de las interacciones de los gametos, 

la penetración de los espermatozoides, la formación de pronúcleos y el desarrollo 

temprano del zigoto (Brahmkshtri et al., 1999). Para evaluar la capacidad fecundante de 

los espermatozoides,  los procedimientos de fertilización in vitro heteróloga son eficaces, 

además de ser un método empleado con éxito en diferentes especies (Consuegra et al., 

2020). 

En Colombia se ha tenido un bajo desarrollo de investigaciones con material seminal 

autóctono de asnales, las investigaciones que han dado un acercamiento a los fenómenos 

fisiológicos del espermatozoide y los procesos de conservación, han sido realizadas en 

otras especies como la equina. Por esto, en la presente investigación se plantea la 

necesidad de realizar la criopreservación de semen de asnos criollos colombianos 

utilizando distintas alternativas de suplementación en el medio de criopreservación, en 

búsqueda de la optimización de la conservación de la calidad del material genético de 

estos especímenes, y a su vez, tal como se plantea en el objetivo de este capítulo, evaluar 

la asociación entre las proteínas del plasma seminal y el uso de crioprotectores alternativos 

para la criopreservación, con el estado rédox, la capacidad antioxidante y la capacidad 

fecundante de semen asnal. 

 

METODOLOGÍA 

Localización. El material de investigación (semen de asnos) fue recolectado en predios 

dedicados a la cría de asnos de la raza criollo colombiano, localizados en el Valle del 

Aburra, Antioquia (Colombia). Las muestras fueron procesadas y evaluadas en el 

laboratorio de Biotecnología animal del Centro de experimentación del Politécnico 

Colombiano Jaime Isaza Cadavid Sede Bello, y en el laboratorio de Química de los 

alimentos de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellín. 
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Recolección y evaluación del material de investigación. Diez ejemplares asnales 

(Equus asinus) de la raza Criollo colombiano, se utilizaron para la recolección de tres 

eyaculados (fracción espermática) por animal, con un periodo de descanso sexual máximo 

de una semana, para un total de 30 eyaculados, sobre los cuales se evaluaron los 

tratamientos. Los ejemplares se encontraron entre los 4 y 8 años de edad, todos en un 

régimen de mínimo una colecta semanal, con fertilidad comprobada con crías nacidas 

vivas y con una condición corporal de 6 a 7, en una escala entre 1 y 9, siendo 3 o menos 

considerado como extremadamente delgado y entre 8 y 9 como obeso (Bhagat et al., 

2020).  

La recolección del semen se realizó mediante el método de la vagina artificial, empleando 

una vagina modelo Missouri (Minitube), lubricada con gel no espermicida y sobre una 

yegua o burra, con la finalidad de aumentar la estimulación sexual. La fracción en gel del 

eyaculado fue removida por filtración. El semen recién recolectado fue diluido en 

proporción 1:1 en un diluyente a base de leche semidescremadas, caseinatos, azucares y 

antibióticos conocidos comercialmente como Equiplus® (Minitube) a 37ºC, y otra fracción 

fue destinada a la extracción del plasma seminal mediante centrifugación a 850 x g durante 

15 minutos, el material biológico fue transportado hacia el laboratorio en un equipo 

especializado de refrigeración (Equitainer®, Minitube). 

A cada eyaculado recolectado se le realizaron evaluaciones de movilidad, vitalidad, 

morfología e integridad de la membrana plasmática, mediante los mismos métodos 

descritos posteriormente para el semen descongelado. Todos los experimentos fueron 

avalados por el Comité de Ética del Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. 

 

Criopreservación de semen  

La criopreservación del semen se realizó mediante un protocolo modificado de congelación 

(Medeiros et al., 2002: Bustamante et al., 2009). El semen diluido se centrifugó por 12 

minutos a 850 x g y fue descartado el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 

Equiplus® (Minitube, Alemania). Luego se dividió en ocho alícuotas para las diferentes 

alternativas de suplementación con base al uso de crioprotectores permeables y no 

permeables (tratamientos). Estos fueron definidos por experimentos previos realizados por 

el grupo de investigación. Se describen en la tabla 1. 
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Tabla 1. Tratamientos para la congelación de semen de asnos. 

T1: DMF T2: DMF/PS T3: SAC/BSA T4: SAC/BSA/PS T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS 
T7: DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. DMF: Dimetilformamida, SAC: Sacarosa, BSA: Albumina sérica 
bovina, PS: Plasma seminal 

 

El plasma seminal utilizado fue procedente de cada ejemplar y todos los tratamientos 

fueron suplementados con 5% de yema de huevo centrifugada, la cual se preparó de 

acuerdo a un protocolo modificado, descrito por (Nouri et al., 2013). La yema fue diluida 

en proporción 3:1 (v:v) en agua ultra pura y se centrifugó a 1600 x g durante 100 minutos. 

Todas las diluciones se ajustaron a una concentración final de 100 x 106 de 

espermatozoide/ ml. Posteriormente, el semen diluido fue mantenido en refrigeración a 5°C 

por 60 minutos y luego fue empacado en pajillas de 0.5ml, mediante un equipo automático 

de empaque y sellado de pajillas por ultrasonido (MRS1 Dual V2, IMV Technologies). Las 

pajillas luego se sometieron a vapores de nitrógeno líquido por 15 minutos, para finalmente 

ser almacenadas en un tanque de nitrógeno líquido a -196°C. 

Las siguientes pruebas fueron realizadas sobre el semen fresco y descongelado. 

Evaluación de la movilidad y cinética espermática 

La movilidad espermática fue evaluada mediante un sistema computarizado de análisis de 

semen (CASA). Para esto se utilizó un procedimiento modificado del reportado para la 

especie asnal por (Usuga et al., 2020) empleando un microscopio de contraste de fase 

Eclipse E200 (Nikon, Inc) con una cámara digital Scout SCA780 (Basler), adaptada a un 

 
Tratamientos 

Crioprotector 
permeable 

 

Crioprotectores no permeables 
 

Plasma 
seminal 

 DMF (%) SAC (M) BSA (%) PS(%) 

T1 5 -  - 

T2 5 -  10 

T3 - 0.20 1 - 

T4 - 0.20 1 10 

T5 5 0.20 1 - 

T6 5 0.20 1 10 

T7 5 - 1 - 

T8 5 - 1 10 
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computador dotado del software Sperm class analizer (SCA®), motility and concentration 

(Microptic S.L.). Fueron analizados los parámetros: movilidad total, movilidad progresiva, 

velocidad rectilínea (VSL), velocidad curvilínea (VCL), velocidad media (VAP), amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida (BCF). 

Vitalidad y morfología. 

La morfología y vitalidad espermática fue evaluada mediante el conteo de 200 

espermatozoides teñidos por la técnica de eosina-nigrosina modificada por Barth & Oko 

(1989) y Brito et al. (2011) Sobre un portaobjetos temperado a 37°C en una platina térmica, 

se depositó una gota de semen y a su lado una gota de colorante eosina-nigrosina (Sigma-

Aldrich, EE.UU) a 37°C. Ambas gotas se mezclaron durante 30 a 60 segundos, se realizó 

un extendido y la fijación del mismo. Se observó la morfología individual de 200 

espermatozoides al microscopio (1000X) y se clasificaron como morfológicamente 

normales o anormales (Graham & Mocé, 2005). Así mismo, se clasificaron como vivos 

aquellos espermatozoides que no incorporaron el colorante (espermatozoides blancos) y 

como muertos aquellos que sí lo hicieron (espermatozoides rosados). Se establecieron 

porcentajes de espermatozoides normales (% de morfología normal), así como de 

espermatozoides vivos (% de vitalidad). Esta evaluación de vitalidad fue utilizada para el 

semen fresco. Se evaluó la morfología tanto del semen fresco como descongelado. 

Para el semen descongelado la vitalidad de los espermatozoides fue determinada 

mediante el procedimiento descrito por Gamboa et al. (2010), con el kit Live/Dead 

(Molecular Probes Inc). Una suspensión de células (20x106 espermatozoides/ml) en 

solución Hanks Heppes (HH) con 1% de albúmina sérica bovina (BSA), fue incubada por 

5 minutos a 35°C con el fluorocromo para ácidos nucleicos SYBR14 (fluorescencia verde 

en todos los espermatozoides), a una concentración final de 6 mM. Luego los 

espermatozoides fueron incubados de igual forma con el fluorocromo de ácidos nucleicos 

yoduro de propidio (fluorescencia roja en células muertas),) a 0.48 mM. Posteriormente 

fueron tomados 5 µL de esta mezcla que fue dispuesta en un portaobjetos de vidrio, con 

un respectivo cubreobjetos, y 200 células fueron contadas mediante un microscopio E200 

con fluorescencia HBO (Nikon Inc.). Se establecieron porcentajes de espermatozoides 

vivos (% de vitalidad). 

Evaluación de la integridad de membrana plasmática. 
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La integridad de la membrana plasmática de los espermatozoides fue evaluada por una 

metodología modificada de la prueba hiposmótica (HOS) reportada por Neild et al. (1999). 

Se tomaron 20 µl de semen y se adicionaron a un tubo con 200 µl de una solución de 

sacarosa 5.4% (100 mOsmol/l). Esta mezcla fue incubada a 38.5ºC por 30 minutos y luego 

se evaluó el hinchamiento espermático de 200 células en mínimo 5 campos diferentes 

(400X), utilizando un microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.). Se 

determinó el porcentaje de células reaccionadas. 

Cálculo de índice de calidad seminal. 

El índice de calidad seminal (SQi) fue calculado de acuerdo con la siguiente fórmula: SQi 

= ΣSp / 100n, donde Sp es un parámetro de calidad espermático y n es el número de 

parámetros. Los parámetros espermáticos incluidos fueron: movilidad total, movilidad 

progresiva, vitalidad e integridad de membrana plasmática. Los valores para SQi variaron 

entre 0 y 1, donde SQ = 1 representa el nivel máximo de calidad del esperma (Ortiz et al., 

2015). 

Las siguientes pruebas fueron realizadas sobre el descongelado. 

Evaluación de la capacidad antioxidante por el método del radical catiónico ABTS+. 

La prueba ABTS se realizó de acuerdo a lo descrito por Arts et al. (2004). Se emplearon 

10 μl de semen y 990 μl de la solución del radical ABTS●+. Luego de 30 minutos de 

reacción a temperatura ambiente y en la oscuridad, se medió en un espectrofotómetro 

(Jenway 6405 UV/Vis), el cambio en la absorbancia respecto a una solución referencia, 

compuesta por 10 μl de solución buffer y 990 μl de la solución del radical ABTS●+. El 

radical fue generado por oxidación de 3,5 mM de ABTS con 1,25 mM de persulfato de 

potasio. Después de 24 horas de reacción, se ajustó la absorbancia con PBS a pH 7,4 

hasta 0,70 unidades, a una λ de 732 nm y se comparó contra una curva patrón con Trolox®. 

Evaluación de la capacidad antioxidante por el método de la capacidad atrapadora 

de Oxigeno ORAC. 

El método ORAC estuvo basado en los estudios previos de  Ou et al., (2001). Se utilizaron 

soluciones de fluoresceína 1 × 10–5 M en PBS (75 mM, pH 7,4) y de AAPH 0,6 M en PBS 

(75 mM, pH 7,4). Cada tubo de reacción se prepararó con 21 μl de fluoresceína, 2,899 μl 

de PBS, 30 μl de muestra y 50 μl de AAPH. Se emplearon condiciones controladas de 
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temperatura 37 °C, pH 7,4 y Trolox® (Merck, Darmstadt, Alemania) como antioxidante de 

referencia. Las lecturas se realizaron por duplicado en un espectrofluorímetro LS 55 

(Perkin Elmer, Waltham, USA) a longitudes de excitación/emisión de 493/515 nm. El valor 

ORAC se calculó usando las diferencias de áreas bajo la curva de decaimiento de la 

fluoresceína entre un blanco y la muestra, lo cual se comparó contra una curva patrón con 

Trolox® 

Evaluación de especies reactivas de oxígeno totales 

La detección de especies reactivas se realizó por la metodología de la fluoresceína 

diacetato (FDA) (Guthrie & Welch, 2006), donde cada muestra fue preparada con 30 μl de 

40mM FDA (Intervet), 240 μl de solución buffer (pH 7.4), y 30 μl del semen. Se emplearon 

condiciones controladas de temperatura a 37°C, pH 7.4, y como referencia el antioxidante 

Trolox® (Merck). Las lecturas se realizaron mediante un espectrofluorímetro LS 55 (Perkin 

Elmer), a una λ de excitación 490 nm y slit de excitación 10, y una λ de emisión 530 nm y 

slit de emisión 15. Los resultados fueron expresados como unidades relativas de 

fluorescencia (URF). 

Evaluación de anión superóxido 

La evaluación del anión superóxido se realizó de acuerdo al protocolo de Michael et al. 

(2007), utilizando un método espectrofotométrico basado en la inhibición de dismutasa a 

partir de la reducción del citocromo C. Se tomaron alícuotas del semen descongelado (0,1 

ml) en muestras por triplicado y fueron mezcladas con lo siguiente: 0,36 ml de tampón de 

fosfato de Krebs-Ringer modificado (KRP; Merck, Alemania) con 0,04 mmol de citocromo 

C (tipo VI, Sigma, Alemania); 0,02 ml de tampón Tris con o sin 150U SOD (Sigma, 

Alemania); 0,02 ml de tampón Tris con 50U de catalasa (Sigma, Alemania). La incubación 

se terminó mediante la adición de 2 ml de KRP con N-etilmaleimida a 1 mM enfriado con 

hielo. Las muestras fueron centrifugadas a 600 x g durante 10 min. La reducción del 

citocromo C dependiente del anión superóxido se calculó restando la reducción que se 

produce en presencia de SOD de la que se produce en su ausencia. Para el cálculo, la 

absorción resultante (obtenida al restar la absorción 550-468 de la muestra con SOD de la 

absorción550-468 de la muestra sin SOD) se multiplicó por 2.5 (factor de dilución) y fue 

dividido por 0.0242 (coeficiente de extinción micromolar del citocromo c a 550-468). De 
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este modo se obtuvieron los nanomoles del O2•̶ producido por 0,1 ml de semen. Los 

resultados también se expresaron como nmol O2 •̶ / (ml min). 

Evaluación de radical hidroxilo 

La medición del radical hidroxilo (OH•) en el semen descongelado se realizó mediante la 

determinación de formaldehído, producto de la oxidación de dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Michael et al., 2007; Pontiki & Hadjipavlou-Litina, 2006). Antes de la medición de OH•, se 

realizó un lavado del plasma seminal, donde se mezclaron 500µl del semen descongelado 

con 1000 ml de buffer de ácido cítrico Tris-fructosa (TFC) (Tris 3.025 g, fructosa 1.25 g, 

ácido cítrico 1.7 g, agua destilada 100 ml, pH 7.0) y fue centrifugado a 700g durante 8 

minutos. Luego se descartó 1 ml del sobrenadante, fue añadido 1 ml de buffer TFC y se 

homogenizó suavemente con vórtex. Se incubaron alícuotas del semen lavado (0,1 ml) en 

muestras por triplicado con una mezcla de reacción con lo siguiente: 500 ml de buffer 

fosfato (50 mM, pH 7,4), 200 ml de EDTA (0,1 mM en buffer fosfato), 200 ml de DMSO (33 

mM en buffer fosfato). La reacción fue detenida con 250 ml de ácido tricloroacético 

(CCl3COOH) (17.5%,p/v) y el formaldehído producido, se midió espectrofotométricamente 

a 412 nm después de la adición de 1 ml de una solución Nash, a 60 °C durante 10 min. La 

solución de Nash fue preparada con 45 g de acetato de amonio (CH3COONH4), 0,9 ml de 

ácido acético (CH3COOH) y 0,6 ml de Acetilacetona (CH3COCH2COCH3) en 100 ml de 

agua destilada. La cantidad de OH• se calculó restando la absorbancia del semen de la 

absorbancia de la muestra de semen relevante. El valor tomado se transformó en 

porcentaje (%). La diferencia en la absorbancia de las mezclas incubadas, que contenían 

el buffer fosfato, EDTA, cloruro de hierro (FeCl3) (167 mM) y ácido ascórbico (10 mM), en 

presencia o ausencia de DMSO fue definido como el 100%. 

 

Evaluación de las proteínas del plasma seminal. 

Concentración de proteínas. La cuantificación de proteínas del plasma seminal se realizó 

mediante el método de Bradford, el cual se basó en el cambio de color de Coomassie 

brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteínas. La unión del 

colorante con las proteínas fue evaluada por espectrofotometría a 595 nm, a temperatura 

ambiente durante 5 minutos. Se preparó una solución de BSA a una concentración de 1 

mg/ml y se realizaron diluciones para la construcción de una curva patrón (Bradford, 1976). 
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Proteínas secretoras ricas en cisteína CRISP-2. El contenido de CRISP-2 se determinó 

mediante ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), mediante el kit Horse 

CRISP-2 ELISA (MBS082512, My biosurce Company). Para esto, se utilizaron 200 μL del 

plasma seminal (Usuga et al., 2017). Los resultados se determinaron con un lector de 

microplacas Multiskan GO ™ (Thermo Scientific ™) y se analizaron con el software Curve 

Expert 1.4 (Copyright© 2013 Daniel G. Hyams) 

Proteina osteopontina. Para la determinación de la actividad de osteopontina (en ng/ml; 

catálogo nº E90899Bo; My biosource) en el plasma seminal, se realizó mediante el uso de 

un kit ELISA. Los resultados se determinaron con un lector de microplacas Multiskan GO 

™ (Thermo Scientific ™) y se analizaron con el software Curve Expert 1.4 (Copyright© 

2013 Daniel G. Hyams). 

Actividad enzimática. Catalasa, Superóxido dismutasa, Glutatión peroxidasa.  

Catalasa (CAT). La actividad de CAT se evaluó mediante la medición de la desaparición 

del H2O2. Se preparó una solución buffer fosfato de potasio (10 mM, pH 7.0) que contenía: 

EDTA (1 mM), Tritón x-100 (0.1%) y H2O2 (20 mM). La solución de reacción estuvo 

compuesta por 1080 μl buffer fosfato de potasio y 45 μl muestra de semen descongelado. 

Las lecturas se realizaron en celdas de cuarzo. Se midió el descenso de la absorbancia 

por espectrofotometría a 240 nm durante 3 min. Una unidad de CAT se definió como 1 

μmol H2O2 consumido por minuto. Las lecturas para las tres enzimas se realizaron 

mediante un espectrofotómetro 6405 UV/Vis (Jenway, Burlington, EEUU) (Aebi, 1984). 

Superóxido dismutasa (SOD). Para la SOD se utilizó el método de Marklund & Marklund 

(1974), donde las muestras fueron puestas a reaccionar con pirogalol; éste se autooxida y 

da como producto final pirogalina, un compuesto amarillo y radical superóxido que auto 

cataliza la oxidación del pirogalol. La cinética de aparición del producto de la autooxidación 

del compuesto se registró durante 1 min. Se calculó el porcentaje de inhibición de la 

autooxidación y se consideró que una unidad de actividad enzimática logra una inhibición 

de 50 %.  Las lecturas se realizaron por cuadriplicado mediante espectrofotometría a 505 

nm. La unidad en que se expresó la actividad fue unidades internacionales (UI)/ml.  

Glutatión peroxidasa (GPX). Para medir la actividad de GPx se preparó una solución de 

reacción compuesta por 790 μl medio de incubación (buffer fosfato de potasio, EDTA 1 

mM, pH 7.7), 20 μl glutatión reducida (2 mM), 30 μl enzima glutatión reductasa (0.15 U/ml), 
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10 μl azida (0.4 mM), 10 μl NADPH (0.1 mM), 50 μl peróxido de hidrógeno (H2O2, 0.5 mM) 

y 90 μl muestra del plasma seminal. Se midió el descenso en la absorbancia por 

espectrofotometría. Las lecturas se realizaron en celdas de cuarzo a 340 nm durante 5 

minutos (Aebi, 1984). 

La prueba descrita a continuación, está relacionada al desarrollo del objetivo específico 

4:  Identificar la asociación de las proteínas del plasma seminal con la capacidad 

fecundante del semen de asnos criopreservado. 

Prueba de adherencia a zona pelúcida.  

El ensayo se realizó de acuerdo a Dominguez et al. (2020) con algunas modificaciones. 

Se utilizaron ovarios de bovino provenientes de una planta de faenado y se transportaron 

a 30°C en solución salina hasta el laboratorio de Biotecnología Animal, para la 

recuperación de los complejos cúmulo oocito. Los folículos entre 0.3 mm y 0.8 mm de 

diámetro fueron aspirados con una aguja de calibre 18 x 1” y una jeringa de 5 ml. Los 

ovocitos seleccionados fueron dispuestos en medio TCM199 suplementado con tripsina a 

0.1% durante 5 min, luego para facilitar la eliminación de las células del cúmulo se utilizó 

agitación vorticial durante 3 min. Los ovocitos desnudos fueron puestos en grupos de a 10 

en gotas de 50 μl de medio TALP suplementado con 6mg/ml de BSA, bajo aceite mineral 

en una placa de Petri y se equilibraron durante 1 hora a 38°C en una atmósfera de 5% de 

CO2 en el aire. Luego los ovocitos fueron llevados a gotas de medio TALP suplementado 

con 6mg/ml de BSA donde se añadieron los espermatozoides a cada gota con una 

concentración final con espermatozoides de 5 x106/ml. Luego se incubaron durante 3 horas 

a 38°C en una atmósfera de 5% de CO2 en el aire. Después de la incubación, los ovocitos 

fueron lavados tres veces en gotas de 50 μl de medio TALP cambiando las puntas para 

reducir la transferencia de espermatozoides no ligados. Luego, cada grupo de diez ovocitos 

fueron transferidos a gotas de 50 μl que contenían 1 μg/ml de tinción Hoechst 33342 y se 

incubó a temperatura ambiente (20-22°C) durante 10 min. Posteriormente, los ovocitos se 

lavaron tres veces en gotas de 20 μl de PBS para reducir la fluorescencia de fondo. Los 

ovocitos se montaron sobre un portaobjetos y sobre el mismo un cubreobjetos de 22×22 

mm para evaluar la cantidad de espermatozoides unidos mediante un microscopio E200 

con fluorescencia HBO (Nikon Inc.) a 400x, con una excitación λ de 450 a 490 nm. Los 

espermatozoides en asociación con la zona pelúcida de los ovocitos bovinos se 
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consideraron unidos. Los datos se expresaron como el número de espermatozoides unidos 

por ovocito. 

Análisis estadístico. 

Se realizó un diseño de bloques azar. Los datos fueron analizados mediante el ajuste de 

modelos mixtos para cada variable dependiente de calidad seminal y proteínas del plasma 

seminal. En cada modelo se incluyeron los efectos fijos de: asno, eyaculado y tratamiento. 

Para evaluar la normalidad de los datos fue utilizado la prueba de Shapiro-Wilk. Se realizó 

un análisis de correlación de Pearson entre los componentes proteicos del plasma seminal, 

el índice de calidad seminal, la producción de especies reactivas de oxígeno y la capacidad 

fecundante. La magnitud de la relación entre las variables fue evaluada mediante un 

análisis de regresión. Las comparaciones de medias entre los tratamientos de la capacidad 

fecundante se realizaron mediante la prueba de Tukey.  El nivel de significancia utilizado 

para todas las evaluaciones fue de p<0.05. Todos los análisis fueron desarrollados 

mediante el software SAS versión 9.2. 

 

RESULTADOS 

En la tabla 2, se encuentran los resultados de los parámetros de calidad del semen fresco 

diluido en asnos criollos colombianos. 

Tabla 2. Parámetros de calidad seminal en semen fresco de asnos criollos colombianos 

PARAMETRO MEDIA  EE MINIMO MÁXIMO 

VOLUMEN (ml) 51,20 5,68 18,00 120,00 

CONCENTRACIÓN (x106/ml) 310,70 21,90 150,00 545,00 

MT (%) 86,51 1,79 66,20 98,27 

MP (%) 57,62 2,97 33,12 83,64 

VCL (µm/s) 97,54 3,77 66,46 131,90 

VSL (µm/s) 66,58 3,46 39,50 106,51 

VAP (µm/s) 42,11 1,94 27,56 69,78 

STR (%) 60,17 0,79 52,74 68,46 

LIN (%) 40,66 1,03 31,07 53,64 

WOB (%) 64,77 1,47 51,98 78,31 

ALH (µm) 3,55 0,13 2,56 5,40 

BCF (Hz) 8,12 0,39 4,35 12,85 
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VE (%) 81,33 1,53 65,00 93,00 

MA (%) 25,50 1,67 11,00 50,00 

IM (%) 74,50 1,67 50,00 89,00 

MT: Movilidad total, MP: Movilidad progresiva, VCL: Velocidad curvilínea, VAP: Velocidad media, STR: Índice 
de rectitud, LIN: índice de linealidad, WOB: índice de oscilación, ALH: Amplitud lateral de la cabeza, BCF: 
Frecuencia de batida de la cola, VE: Vitalidad espermática, MA: Morfología anormal, IM: Integridad de 
membrana 

 

Para el análisis de los componentes del plasma seminal, se usaron un total de treinta 

muestras provenientes de cada colecta. En la tabla 3, se encuentra la descripción de los 

resultados de las proteínas y enzimas del plasma seminal de asnos criollos colombianos. 

Tabla 3. Proteínas y enzimas del plasma seminal en asnos criollos colombianos. 

COMPONENTE  VALOR DE EE MÍNIMO MÁXIMO 

CAT (U/ml) 3902  2294 111.59 590 10310 

SOD (U/ml/) 32.89  5.44 0.20 12.72 40 

GPX (U/L) 804.04  1239.88 46.21 0 5295 

CRIPS2 (ng/ml) 0.49  0.58 0.022 0 2.08 

PT (mg de BSA/ml) 8.48  0.95 0.036 7.25 11.12 

OST (ng/ml) 70.45 131.24 4.89 0 476.33 

CAT:Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína secretora rica en 

cisteína 2, PT: Concentración de proteínas totales, OST: Osteopontina, DE: Desviación estándar, EE: Error 

estándar 

 

En la tabla 4 se observan los coeficientes de correlación entre componentes del plasma 

seminal y parámetros del semen fresco. Se encontraron coeficientes de correlación 

positivos significativos (p < 0.05) entre el contenido de CRISP-2 y la MT, IM y SQFR. 

Para la cinética espermática no hubo ninguna correlación significativa con los parámetros 

de VCL, VSL, VAP, ALF, WOB, STR, LIN (p < 0.05). Solo se observó una correlación 

negativa significativa entre la CAT y la BCF de -0.49 (p < 0.05). 

Tabla 4. Correlación de proteínas del plasma seminal con parámetros de la calidad del 

semen fresco de asnos criollos colombianos. 

COMPONENTE VOL CONC MT MP VE MA IM SQFR 

CAT (U/ml) 0.0049 0.50* 0.11 -0.22 0.51 0.10 -0.25 -0.21 
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SOD (U/ml) 0.084 -0.19 0.28 0.28 0.35* -0.21 0.17 -0.26 

GPX (U/L) -0.156 0.44* -0.21 -0.22 -0.11 0.26 0.021 -0.24 

PT (mg de BSA/ml) -0.19 0.03 -0.02 -0.08 0.16 0.083 0.14 0.01 

CRIPS2 (ng/ml) -0.03 -0.19 0.41* 0.23 0.28 -0.12 0.37* 0.43* 

OSTEO (ng/ml) -0.41* 0.19 -0.14 -0.32 0.21 0.036 0.19 -0.07 

* Coeficientes de correlación significativos (p<0.05) 

CAT: Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína secretora rica en 

cisteína 2, PT: Concentración de proteínas totales, OST: Osteopontina 

MT: Movilidad total, MP: Movilidad progresiva, VCL: Velocidad curvilínea, VAP: Velocidad media, STR: Índice 
de rectitud, LIN: índice de linealidad, WOB: índice de oscilación, ALH: Amplitud lateral de la cabeza, BCF: 
Frecuencia de batida de la cola, VE: Vitalidad espermática, MA: Morfología anormal, IM: Integridad de 
membrana, SQFR: Índice de calidad seminal para el semen fresco 

 

En la tabla 5 se encuentran los coeficientes de correlación entre las proteínas del plasma 

seminal y el índice de calidad seminal general, que incluye todos los tratamientos de 

congelación, en este caso se observa que enzimas como la CAT y la GPX, tienen una 

correlación negativa con el índice de calidad seminal (p < 0.05). Respecto a las proteínas 

se observó una correlación positiva de la CRIPS2 con el índice de calidad seminal (p < 

0.05). 

 

Tabla 5. Correlación de proteínas y enzimas del plasma seminal con índices de la calidad 

seminal posdescongelación. 

COMPONENTE SQIPD 

CAT (KU/ml) -0.29* 

SOD (U/ml) 0.019 

GPX (U/ml) -0.14* 

PT (mg de BSA/ml) 0.02 

CRIPS2 (ng/ml) 0.17* 

OST 0.06 

* Coeficientes de correlación significativos (p<0.05) 
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SQIPD: Indice de calidad seminal para el semen descongelado. CAT: Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, 

GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína secretora rica en cisteína 2, PT: Concentración de proteínas 

totales, OST: Osteopontina 

 

Resultados para la relación entre las especies EROS con proteínas y enzimas del 

plasma seminal  

En la tabla 6, se presentan los resultados de los coeficientes de regresión entre la 

producción de ERO con las enzimas y las proteínas del plasma seminal. Puede observarse 

que varios de los tratamientos de congelación, mostraron un coeficiente de regresión 

negativo (p < 0.05), para los niveles de CRISP2 Y OSTEO del plasma seminal. 

 

Tabla 6. Análisis de regresión para las ERO con algunas proteínas y enzimas del plasma 

seminal en la congelación de semen de asnos criollos colombianos bajo diferentes 

tratamientos. 

 

Tratamiento β0 (Intercepto) 
 

β1 

(CAT)  
 

β2 

(SOD)  
 

β3 

(GPX)  
 

β4 

(PT)  
 

β5 

(CRISP2)  
 

Β6 

(OSTEO) 

r2 

T1 0,043 -0,0000290 0,00235* 0,0000036 0,00760 -0,020* -0,00011* 0,59 

T2 0,004 -0,0000037 0,00300* 0,0000200 0,00710 -0,019 -0,00011 0,36 

T3 0,220 -0,0000062 -0,00053 -0,0000120 0,01700 -0,042* -0,00021* 0,53 

T4 0,240* -0,0000075 0,00099 0,0000180* -0,00016 -0,031* -0,00019* 0,50 

T5 0,140 -0,0000018 0,00150 0,0000180* 0,00220 -0,020 -0,00016* 0,44 

T6 0,140 -0,0000062 0,00023 0,0000039 0,00340 -0,030 -0,00019* 0,34 

T7 0,130 -0,0000074* 0,00360* 0,0000220* 0,00800 -0,052* -0,00019* 0,41 

T8 0,270 -0,0000045 0,00068 0,0000210* -0,00059 -0,043* -0,00011 0,39 

* Coeficientes de regresión significativos (p<0.05) 
T1: DMF T2: DMF/PS T3: SAC/BSA T4: SAC/BSA/PS T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS T7: 

DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. DMF: Dimetilformamida, SAC: Sacarosa, BSA: Albumina sérica bovina, PS: 

Plasma seminal, CAT: Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína 

secretora rica en cisteína 2, PT: Concentración de proteínas totales, OST: Osteopontina. 

 

Resultados para la relación entre las EROS con la capacidad antioxidante y la 

producción de ERO especificas en el semen descongelado. 

En la tabla 7 se expresan los coeficientes de regresión entre las EROS y las evaluaciones 

de la capacidad antioxidante y dos especies reactivas de oxígeno específicas como anión 
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superóxido (ANION) y radical hidroxilo (HIX). Para algunos tratamientos (T2, T4 y T7), pudo 

encontrarse que la capacidad antioxidante medida por el método (ABTS) tuvo un 

coeficiente de regresión negativo con las ERO totales (p < 0.05). 

Tabla 7. Análisis de regresión para las EROS con la capacidad antioxidante y las especies 

reactivas de oxígeno específicas, en el semen asnal congelado bajo los diferentes 

tratamientos.  

Tratamiento β0 

(Intercepto)  

β1 

(ABTS)   

β2 

(ORAC)   

β3 

(ANION)   

β4 

(HIX)   

r2 

T1 0,043 -0,00000032 -0,00000610* 0,0039 -0,001540* 0,59 

T2 0,004 -0,00000750* 0,00000065 0,0270 -0,000980 0,36 

T3 0,220 -0,00001200 -0,00000400* 0,0160* -0,002400* 0,53 

T4 0,240* -0,00000860* -0,00000084 0,0300 -0,004200 0,50 

T5 0,140 -0,00000530 -0,00000086 -0,0120 -0,003200* 0,44 

T6 0,140 -0,00000410 -0,00000330 0,0190 -0,001800 0,34 

T7 0,130 -0,00001400* -0,00000110 0,0630* 0,000013 0,41 

T8 0,270 -0,00001000 -0,00000160 -0,0074 -0,002800 0,39 

* Coeficientes de regresión significativos (p<0.05) 
T1: DMF T2: DMF/PS T3: SAC/BSA T4: SAC/BSA/PS T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS T7: 
DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. DMF: Dimetilformamida, SAC: Sacarosa, BSA: Albumina serica bovina, PS: 
Plasma seminal. ABTS: Evaluación de la capacidad antioxidante por el método del radical catiónico ,ORAC: 
Evaluación de la capacidad antioxidante por el método de la capacidad atrapadora de Oxigeno  ANION: Anión 
superóxido HIX: Hidroxilo  

 

Resultados para la relación entre el índice de calidad seminal con proteínas y 

enzimas del plasma seminal  

En la tabla 8 se expresan los coeficientes de regresión entre el índice de calidad seminal 

y las proteínas y enzimas del plasma seminal. Para enzimas como la CAT en algunos 

tratamientos (T5, T6 y T7), pudo encontrarse un coeficiente de regresión negativo (p < 

0.05). Tambien se evidenció una asociación negativa entre la calidad seminal (p < 0.05) 

(representada por el SQi) con la concentración de GPX del plasma seminal, para los 

tratamientos T2 y T3, 
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Tabla 8. Análisis de regresión para el índice de calidad seminal con proteínas y enzimas 

del plasma seminal, en el semen asnal congelado bajo los diferentes tratamientos.  

Tratamiento β0 (Intercepto) 

 

β1 

(CAT)  
 

β2 

(SOD)  
 

β3 

(GPX)  
 

β4 

(PT)  
 

β5 

(CRISP2)  
 

Β6 

(OSTEO) 

r2 

T1 0,36 -0,0000046 0,00117 -0,0000083 -0,0054 0,0250 -0,0000236 0,38 

T2 0,58 -0,0000063 -0,00400 -0,0000260* -0,0220 0,0071 0,0000022 0,39 

T3 0,39 -0,0000056 0,00016 -0,0000001 0,0003 0,0300 0,0000670 0,16 

T4 0,37 0,0000033 0,00063 -0,0000099 -0,0001 0,0160 0,0001300 0,40 

T5 0,46 -0,0000010* 0,00110 -0,0000170 -0,0120 -0,0043 0,0000220 0,36 

T6 0,66 -0,0000100* -0,00042 -0,0000110 -0,0140 0,0090 0,0001600 0,46 

T7 0,72 -0,0000130* -0,00240 -0,0000200 -0,0200 -0,0089 -0,0000570 0,42 

T8 0,51 -0,0000068 -0,00009 -0,0000350* -0,0100 0,0610* 0,0000930 0,48 

* Coeficientes de regresión significativos (p<0.05) 
T1: DMF T2: DMF/PS T3: SAC/BSA T4: SAC/BSA/PS T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS T7: 
DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. DMF: Dimetilformamida, SAC: Sacarosa, BSA: Albumina serica bovina, PS: 
Plasma seminal. CAT: Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína 
secretora rica en cisteína 2, PT: Concentración de proteínas totales, OST: Osteopontina. 

 

Resultados para la relación entre el índice de calidad seminal con la capacidad 

antioxidante y la producción de ERO especificas en el semen descongelado. 

En la tabla 9 se presentan los coeficientes de regresión entre el índice de calidad seminal 

y la capacidad antioxidante y las especies reactivas de oxígeno específicas. Enzimas como 

la CAT, en algunos tratamientos (T5, T6 y T7), presentó un coeficiente de regresión 

negativo (p < 0.05). Así mismo, el contenido de GPX en los tratamientos T2 y T3 también 

tuvieron un coeficiente de regresión negativo (p < 0.05). 

 

Tabla 9. Análisis de regresión para el índice de calidad seminal con la capacidad 

antioxidante y especies reactivas específicas de oxígeno, en el semen asnal congelado 

bajo los diferentes tratamientos.  
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Tratamiento  β0 

(Intercepto)  

β1 

(ABTS)   

β2 

(ORAC)   

β3 

(ANION)   

β4 

(HIX)   

β5 

(ERO)   

r2  

T1 0,36 0,000015* -0,0000021 0,04 0,0015 0,17 0,38 

T2 0,58 0,000018* -0,0000064* 0,098* 0,0012 0,097 0,39 

T3 0,39 -0,00000041 -0,0000011 0,049 -0,0012 -0,048 0,15 

T4 0,37 0,0000035 -0,0000013 -0,028 -0,0023 -0,16 0,4 

T5 0,46 0,000011* -0,000002 -0,0072 -0,00089 0,033 0,35 

T6 0,66 0,0000093 -0,0009* 0,0009 -0,00077 -0,37* 0,4 

T7 0,72 0,0000056 -0,0000023 -0,014 -0,0023 -0,037 0,42 

T8 0,51 0,00002* -0,0000046 -0,082 0,0004 -0,035 0,48 

* Coeficientes de regresión significativos (p<0.05) 
T1: DMF T2: DMF/PS T3: SAC/BSA T4: SAC/BSA/PS T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS T7: 
DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. DMF: Dimetilformamida, SAC: Sacarosa, BSA: Albumina sérica bovina, PS: 
Plasma seminal, ABTS: Evaluación de la capacidad antioxidante por el método del radical catiónico,ORAC: 
Evaluación de la capacidad antioxidante por el método de la capacidad atrapadora de Oxígeno,  ANION: Anión 
superóxido, HIX: Hidroxilo 

 

Resultados para la adherencia de espermatozoides a la zona pelúcida. 

Para la prueba de fertilización in vitro de los tratamientos, fue empleada una prueba de 

adherencia de espermatozoides a la zona pelúcida del oocito (Imagen 1). Se utilizaron 4 

de los 8 tratamientos evaluados, los cuales fueron seleccionados según los resultados 

encontrados en los parámetros de calidad seminal postdescongelación en el capítulo 2. De 

igual forma, se seleccionaron al encontrar de forma complementaria los componentes 

usados en los diferentes tratamientos. 

En la figura 1 puede evidenciarse que el tratamiento con crioprotector permeable DMF, 

BSA y PS, confiere mejor resultado (p < 0.05) en la adherencia de espermatozoides a la 

zona pelúcida. 

Figura 1. Numero de espermatozoides adheridos a la zona pelúcida. 
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Letras diferentes muestran diferencias estadísticas significativas (p<0.05) 
. T1: DMF; T4: SAC/BSA/PS; T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS T7: DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. 

 

En la tabla 10 se presentan los coeficientes de correlación entre los componentes del 

plasma y la adherencia de los espermatozoides a la zona pelúcida, para los diferentes 

tratamientos. Puede observarse que la CAT y la GPX influyeron sobre la adherencia de los 

espermatozoides (p < 0.05), por lo contrario, proteínas como OSTEO tuvieron una 

correlación negativa sobre este parámetro. 

Tabla 10. Coeficientes de correlación entre número de espermatozoides adheridos a la 

zona pelúcida con los componentes del plasma seminal de asnos criollos colombianos. 

COMPONENTE NUEA 

CAT 0.21* 

SOD -0,096* 

GPX 0.11* 

PT -0,049 

CRISP -0,044 

OSTEO -0,15 

* Coeficientes de correlación significativos (p<0.05) 

NUEA: Número de espermatozoides adheridos a la zona pelúcida. CAT: Catalasa, SOD: Superóxido 

dismutasa, GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína secretora rica en cisteína 2, PT: Concentración de 

proteínas totales, OST: Osteopontina 
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Tabla 11. Coeficientes de correlación entre los espermatozoides adheridos a la zona 

pelúcida y pruebas de capacidad antioxidante y especies reactivas de oxígenos 

específicas. 

PARAMETRO NUEA 

ABTS 0,055* 

ORAC -0,065* 

EROS 0,031 

ANIÓN 0,080* 

HIDROX -0,098* 

* Coeficientes de correlación significativos (p<0.05) 

NUEA: Número de espermatozoides adheridos a la zona pelúcida ABTS: Evaluación de la capacidad 
antioxidante por el método del radical catiónico, ORAC: Evaluación de la capacidad antioxidante por el método 
de la capacidad atrapadora de Oxígeno, ANION: Anión superóxido, HIX: Hidroxilo 

 

Tabla 12. Análisis de regresión entre los tratamientos, la capacidad antioxidante y especies 

reactivas específicas de oxígeno en la de congelación del semen en asnos criollos 

colombianos. 

 

Tratamiento β0 

(Intercepto) 
 

β1 

(ABTS)  
 

β2 

(ORAC)  
 

β3 

(ERO)  
 

β3 

(ANION)  
 

β4 

(HIX)  
 

r2 

T1 1142,66* 0,076* -0,014* 725,91* 18,94 -4,86* 0,62 

T2 -359,97* 0,012* -0,012* -320,87 250,12* -1,72 0,36 

T3 -182,87 0,0034 0,0066 1168,67* -112,97* 5,96* 0,22 

T4 -229,18 -0,031* -0,0079* -727,88* 187,74* 1,61 0,32 

* Coeficientes de correlación significativos (p<0.05) 

T1: DMF; T4: SAC/BSA/PS; T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/PS T7: DMF/BSA T8: DMF/BSA/PS. 

ABTS: Evaluación de la capacidad antioxidante por el método del radical catiónico, ORAC: Evaluación de la 

capacidad antioxidante por el método de la capacidad atrapadora de Oxígeno, ANION: Anión superóxido, 

HIX: Hidroxilo 

 

Tabla 13. Análisis de regresión entre los tratamientos, la capacidad antioxidante y especies 

reactivas específicas de oxígeno en la de congelación del semen en asnos criollos 

colombianos. 

Tratamiento β0 

(Intercepto) 

β1 

(CAT)  

β2 

(SOD)  

β3 

(GPX)  

β4 

(PT)  

β5 

(CRISP2)  

Β6 

(OSTEO) 

r2 

T1 1142,66* 0,031* 18,38* -0,085 -36,48* 65,47* 0,0025 0,62 

T4 -359,97* -0,0012 7,69* 0,006 51,38* -22,34 -1,89* 0,36 
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T6 -182,87 0,012* 6,58* 0,0026 -29,98* -18,65 -0,22 0,22 

T8 -229,18 0,031* -4,36* 0,045 24,6 -80,71* 0,18 0,32 

* Coeficientes de correlación significativos (p<0.05) 

CAT: Catalasa, SOD: Superóxido dismutasa, GPX: Glutatión peroxidasa, CRISP2: Proteína secretora rica en 

cisteína 2, PT: Concentración de proteínas totales, OST: Osteopontina 

 

 

 

 

Imagen 1. Adherencia de espermatozoides de asno posdescongelación a oocitos bovino. 

 

DISCUSIÓN 

En la literatura son escasos los reportes con la descripción de los componentes del plasma 

seminal en asnos criollos colombianos. Adicionalmente, para el conocimiento de los 

autores, éste es el primer reporte que evalúa la asociación de los componentes del plasma 

seminal con la calidad del semen, la capacidad antioxidante, la producción de especies 

reactivas y la adherencia de los espermatozoides a la zona pelúcida, en semen 

posdescongelado de asnos criollos colombianos. 
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En algunas especies de mamíferos, la eliminación del plasma seminal es un proceso 

necesario para la conservación de los espermatozoides en condiciones artificiales como la 

criopreservación (Jordi Miró et al., 2013; Monteiro et al., 2022; Vilés et al., 2013). Sin 

embargo se conoce que esto puede desatar efectos negativos asociados con la formación 

de especies reactivas de oxígeno (ERO), como agentes altamente reactivos 

pertenecientes a la clase de radicales libres (Agarwal & Saleh, 2002). Por otro lado, la 

defensa enzimática del semen se basa en componentes enzimáticos y no enzimáticos, los 

cuales en gran medida se encuentran en el plasma seminal (Papas et al., 2020).  

Uno de los componentes empleados en la congelación del semen de los asnos criollos 

colombianos en esta investigación, es el plasma seminal, éste es un líquido que hace parte 

del eyaculado y es originado en diferentes glándulas accesorias, que contiene una 

compleja mezcla de iones, enzimas, azúcares, lípidos, aminoácidos, proteínas y hormonas 

(Neuhauser et al., 2019,Wood et al., 2016). El plasma seminal tiene un rol importante en 

procesos fisiológicos del espermatozoide, como la protección, nutrición, transporte, 

regulación de la respuesta inflamatoria en el útero y la interacción con el ovocito (Portus et 

al., 2005; Töpfer-Petersen et al., 2005; Troedsson et al., 2000). Así mismo, el plasma 

seminal es rico en enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa, glutatión 

peroxidasa (Barry A. Ball, 2008) y glutatión reductasa. El estado antioxidante del plasma 

seminal ha sido medido principalmente por las actividades de estas cuatro enzimas 

antioxidantes (Papas et al., 2020). Tambien se ha descrito otros antioxidantes de bajo peso 

molecular como urato, taurina, hipotaurina, piruvato, ácido ascórbico, tocoferol y albúmina, 

que también actúan como antioxidantes (Agarwal et al., 2006), que son importantes para 

la protección contra el daño del ADN espermático y la muerte celular apoptótica (Shamsi 

et al., 2009). 

Se ha encontrado que la capacidad antioxidante del plasma seminal de asnos es mayor 

respecto al plasma de equinos (Papas et al., 2020), esto puede estar relacionado a una 

mayor actividad funcional de las glándulas accesorias en el  asno (Miragaya et al., 2018). 

La actividad de superóxido dismutasa y catalasa en asnos se han correlacionado 

positivamente con algunos parámetros de la cinética de los espermatozoides, como la 

movilidad progresiva, la linealidad y la rectitud (Papas et al., 2020). Para el presente trabajo 

en el semen fresco de asnos, se encontró una correlación positiva de catalasa y glutatión 

peroxidasa para la concentración de espermatozoides y una correlación positiva con 

superóxido dismutasa para la vitalidad espermática. En el semen descongelado, por el 
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contrario, se encontraron correlaciones negativas de la catalasa y glutatión peroxidasa con 

el índice de calidad seminal.  En otro estudio se realizó la evaluación de enzimas como 

SOD, GPX y CAT en equinos buenos y malos congeladores, encontrando correlaciones 

negativas de SOD con el índice de oscilación (WOB) y positiva para la frecuencia de batida 

en cola (BCF), en el caso de CAT se encontró con una correlación negativa con el índice 

de rectitud (STR) y positiva con BCF (Papas et al., 2020). Para el presente estudio la 

presencia de SOD no influyó sobre el índice de calidad seminal de ninguno de los 

tratamientos de congelación. 

En un estudio en semen de asnos, encontraron una correlación positiva y negativa de los 

niveles de actividad de SOD del plasma seminal con la calidad del semen post-

descongelado y con los niveles de EROS, respectivamente; para la clasificación de buenos 

y malos congeladores, los niveles más altos de actividad de SOD fueron encontrados en 

los machos catalogados como buenos congeladores (Catalán et al., 2022). Esto 

confirmaría que en el semen de asno, la SOD es la principal enzima antioxidante del 

plasma seminal  involucrada en la desintoxicación de ROS (Catalán et al., 2022). Sin 

embargo, para los asnos criollos colombianos en algunos de los tratamientos (T1, T2, T3), 

se halló una regresión positiva con ERO, mientras para los demás tratamientos el nivel de 

SOD no influyó en la producción de ERO. 

La evaluación de la capacidad antioxidante puede brindar información relevante dado que 

puede conocerse la cooperación entre diferente antioxidantes presentes, con el fin de 

proporcionar una mayor protección contra el ataque de las EROS (Benítez-Estrada et al., 

2020). En este trabajo, la suplementación con plasma seminal en algunos tratamientos 

(T2, T8) influyó sobre la capacidad antioxidante y adicionalmente se encontró una 

asociación positiva con el índice de calidad del semen. 

Son escasos  los trabajos en los cuales se relaciona un perfil oxidativo con la calidad del 

semen para la especie asnal, sin embargo en el perfil oxidativo realizado en la investigación 

de Cecchini Gualandi et al. (2021) con plasma seminal de asnos, los autores encontraron 

una correlación positiva de la capacidad antioxidante total (ABTS) con parámetros del 

semen fresco como el volumen, la concentración,MT, MP, VCL, VSL y VAP. En otra 

investigación con esta especie, los autores encontraron correlaciones positivas de la 

capacidad antioxidante (ABTS) con parámetros de la calidad del semen descongelado 

para la movilidad total y la movilidad progresiva con valores r = 0.65 (p < 0.01) y r = 0.66 
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(p < 0.01), respectivamente (Catalán et al., 2022). Esto es equiparable a lo encontrado en 

asnos criollos colombianos para el índice de calidad seminal, donde se observaron 

coeficientes de regresión significativos entre el índice de calidad del semen y varios de los 

tratamientos de congelación (Tabla 8.) 

Dentro de los componentes del plasma seminal evaluados en esta investigación, se midió 

el contenido total de proteínas y la proteína CRISP2. Las proteínas secretoras ricas en 

cisteína (CRISP), se expresan en el tracto reproductivo del macho y se secretan en el 

plasma seminal, donde pueden unirse a la superficie de los espermatozoides (Hamann et 

al., 2007). Estas contribuyen al proceso de maduración de los espermatozoides, necesario 

para que los espermatozoides adquieran su movilidad y capacidad de fertilización 

(Dacheux et al., 2005). Dentro de este grupo se encuentran las CRISP2, las cuales 

contiene codificados de 243 o 244 aminoácidos y adicionalmente están involucrados en la 

unión de las células espermatogénicas a las células de Sertoli (Maeda et al., 1999). 

Tambien se ha descrito que CRISP1 y CRISP2 podrían actuar en la fusión de gametos a 

través de un mecanismo molecular similar y cooperar entre sí durante la fertilización, 

siendo CRISP2 un buen candidato para compensar en parte la ausencia de CRISP1 

(Muñoz et al., 2012).  En el trabajo de  Usuga et al. (2018), realizaron la identificación de 

algunos polimorfismos en la proteína CRISP3, encontrando algunas relaciones 

significativas negativas para parámetros de MT, MP, VCL, VSL , VE e IM. Para el presente 

estudio en el semen de asnos, la relación de la proteína CRISP-2 y el índice de calidad 

seminal tuvo una relación positiva al usarse bajo uno de los esquemas de congelación que 

contuvo el 10% del plasma seminal (T8, tabla 7). Esto podría explicar que cantidades 

superiores al 10% de plasma seminal en muestras de semen en équidos, provocan efectos 

negativos en los espermatozoides sometidos a criopreservación y se les atribuye a la 

participación de ERO en estos casos (Len et al., 2020). Adicionalmente se ha demostrado 

una correlación positiva de la CRISP2 con la integridad del acrosoma y la movilidad 

espermática (Wittayarat et al., 2021).  

Respecto a la unión de los espermatozoides a los oocitos, la zona pelúcida (ZP) es una 

matriz extracelular de glicoproteínas que rodea a los ovocitos de mamíferos durante la 

maduración y desarrollo embrionario temprano (Hasegawa & Koyama, 2007). Forma una 

barrera entre las células del cúmulo y la membrana plasmática del ovocito y actúa como el 

sitio donde los espermatozoides se unen, penetran y experimentan la reacción del 

acrosoma (Bresnahan et al., 2022). En este sentido para la presente investigación se 
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encontró que la CRISP2 tuvo influencia sobre la adherencia de espermatozoides a la zona 

pelúcida, sin embargo, cuando se empleó la suplementación con plasma seminal y una 

fuente de proteína como la BSA, se encontró una menor unión de espermatozoides a la 

zona pelúcida (Tabla 11).  

Por otra parte, comparando investigaciones que evalúen el número de espermatozoides 

adheridos a zona pelúcida, se encontró para semen descongelado equino, un promedio 

de 272 espermatozoides (Dominguez et al., 2020); dichos resultados fueron equiparables 

a los encontrados en esta investigación para los tratamientos T1, T6 y T8. En otra 

investigación con semen equino (Balao da Silva et al., 2013), se encontraron medias de 

adherencia de espermatozoides entre 50 y 60 espermatozoides por oocito, lo cual fue 

mayor en el presente estudio para el semen de asno, incluso cuando se utilizó un esquema 

de congelación sin crioprotector permeable. 

 

CONCLUSIONES 

 

El contenido de proteínas y enzimas del plasma seminal están asociadas a la calidad del 

semen fresco y descongelado de asnos criollos colombianos. 

La capacidad antioxidante y las especies reactivas de oxígeno en semen descongelado, 

están asociadas con la calidad del semen de asnos criollos colombianos. 

La congelación de semen bajo un medio compuesto por dimetilformamida, albumina sérica 

bovina y plasma seminal, mejora la adherencia de espermatozoides a la zona pelúcida, 

siendo un indicador favorable sobre la capacidad fecundante de espermatozoides asnales. 

Las proteínas y enzimas del plasma seminal, la capacidad antioxidante y las especies 

reactivas de oxígeno están asociadas a la adherencia de espermatozoides a la zona 

pelúcida, siendo un indicador favorable sobre la capacidad fecundante de 

espermatozoides asnales. 

Los componentes proteicos, enzimáticos, la capacidad antioxidante total y las especies 

reactivas de oxígeno específicas del plasma seminal, intervienen en la generación de 
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especies reactivas totales del semen asnal criopreservado, siendo dependiente de la 

composición de los medios para la criopreservación. 
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Abstract 

Donkey cryopreserved semen is exposed to oxidative and osmotic damage that alter the 

plasma membrane and cause alteration of sperm metabolism. One of the components used 

in freezing of semen of Colombian Creole donkeys in this research is the seminal plasma, 

that has an important role in physiological processes for sperm functions such as protection, 

nutrition, transport, regulation of the inflammatory response in the uterus and the interaction 

with the oocyte. The objective of this study was to evaluate the total antioxidant capacity 

(TAC), reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential on different 

alternatives in donkey semen cryopreservation with permeable, non-permeable 

cryoprotectants and seminal plasma (SP). For this, eight treatments were used with 

different combinations of dimethylformamide (DMF), sucrose (SUC) and homologous 

seminal plasma (SP). The TAC was evaluated by the cationic radical method (ABTS) and 

by the method of oxygen trapping capacity (ORAC) methodologies, total reactive oxygen 

species (ROS), superoxide anion (O2
-), hydroxyl radical (OH-) content were evaluated. The 

viability and mitochondrial membrane potential (ΔΨM) were measured in flow cytometry. 

For the statistical evaluation, a general linear model was carried out, the mean comparisons 

were made by the Tukey test.  In general, no statistical differences were found in the TAC 

under different freezing treatments, the high ΔΨM with the lowest value was 9.1%. 

(p<0.05), corresponding to one of the treatments without permeable cryoprotectant and SP. 

Moreover, the treatments that were supplemented with seminal plasma showed higher 

production of ROS (p<0.05). In conclusion, it is stated that supplementation with SP in 

freezing of donkey semen, does not generate a higher TAC, SP generated a greater 

production of ROS and freezing of semen of Colombian Creole donkeys without permeable 

cryoprotectants provides a lower potential for mitochondrial membrane and the composition 

of the freezing extender for donkey semen with seminal plasma influences the generation 

of total reactive oxygen species. 
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1. Introduction 

 

Cryopreservation of sperm involves collection of semen, dilution in extenders, packaging  

in straws, cooling and freezing, and subsequent storage in liquid nitrogen (Sieme & 

Oldenhof, 2015). This process has long been seen as a means of benefiting the breeding 

of animals of agricultural importance, and has been recognized as contributing to the 

conservation of endangered species (Watson, 2000) like donkeys (J. V. de Oliveira et al., 

2016). However, frozen-thawed sperm is known to result in a decreased reproductive 

performance when compared to fresh semen (Watson, 2000). Cryopreservation 

procedures are known to reduce survival and fertilizing ability of mammalian spermatozoa 

(Yeste et al., 2015).The frozen-thawed spermatozoa exhibit lower membrane integrity and 

sublethal dysfunction as a consequence of the cold shock, osmotic stress, damage to 

mitochondria and oxidative damage that occur during cryopreservation (Barry A. Ball et al., 

2001; Yeste et al., 2015; Yu et al., 2021). 

In some species, including Equids, oxidation of lipids of the plasma membrane has been 

claimed to be a major factor involved in poor sperm quality after thawing (Ortega Ferrusola 

et al., 2009). The particular susceptibility of the sperm plasma membrane to oxidative 

damage is due to a high cellular content of polyunsaturated fatty acids as well as their 

deficiency in protective enzymes (Macías García et al., 2011). The unsaturated fatty acids 

give the fluidity that the spermatozoon requires to participate in the membrane fusion 

associated with fertilization, but these molecules are also vulnerable to the attack by 

reactive oxygen species (ROS) (Macías García et al., 2011). During low-temperature 

storage, equine spermatozoa are subject to oxidative damage to phospholipids, proteins, 

and chromatin, leading to plasma membrane damage and altered metabolism of sperm 

undergoing apoptosis-like changes as a consequence of cryopreservation (Barry A. Ball, 

2008). Oxidative stress is the response to an excessive amount of ROS (Cristina Ortega-

Ferrusola et al., 2011) , these may be generated as a typical part of mitochondrial oxidative 

metabolism as a result of loss of electrons from the electron transport system (Barry A. Ball 

et al., 2001). In relation to this, it has been described that most of the antioxidant capacity 

is found in the seminal plasma (Barry A. Ball, 2008; Fazeli & Salimi, 2016).  The Seminal 

plasma (SP) is a mixture of fluid secreted from the testes, epididymides and accessory sex 

glands (Kareskoski & Katila, 2008), carries the sperm from the male into the female genital 

tract and plays relevant roles by preserving sperm functions, interacting with the female 
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genital tract and modulating immune response as well as by promoting fertilization and 

successful pregnancy outcomes (Bromfeld, 2016; Cecchini Gualandi et al., 2021).  In the 

donkey species, it has been shown that SP can provide semen subjected to 

cryopreservation processes with a greater antioxidant capacity, since it contains various 

molecules that can protect sperm from oxidative stress (Montoya Páez et al., 2017) 

Sperm quality in stallions is classically based on measurements of several sperm 

parameters. The primary parameters are volume, sperm, morphology and motility (total and 

progressive) before and after freezing process (Blommaert et al., 2021). Due to all of the 

above, the aim of this study was to evaluate post-thaw parameters as antioxidant capacity, 

reactive oxygen species and mitochondrial membrane integrity in frozen semen with 

seminal plasma, permeable and non-permeable cryoprotectants. 

 

2. Material and methods 

2.1 Animals and semen collection 

The study included ten Colombian Creole donkeys (Equus asinus) located in Antioquia 

(Colombia).  Animals were active breeding donkeys whose age ranged from 8 to 12 years. 

Likewise, their fertility had been confirmed by their live offspring. Their body condition 

scores ranged from 7 to 8 (using a scale from 1 to 9) (Bhagat et al., 2020). Samples of 

semen were collected using a Missouri model artificial vagina (Minitube, Tiefenbach, 

Germany) previously lubricated with non-spermicidal gel. Three ejaculates were collected 

from each donkey with a difference of one week, and each ejaculate was processed 

separately. A mare or jenny was used to increase sexual stimulation. The gel fraction of the 

ejaculate was removed through filtration with a nylon filter. The filtered semen was 

separated into two fractions, the first was diluted at a ratio of 2:1 using EquiPlus extender 

(Minitube, Tiefenbach, Germany) at a temperature of 32 °C.  

The second fraction of semen was centrifuged at 800 x g for 15 minutes to obtain the 

seminal plasma used (Homologous seminal plasma) in the treatments described later. 

Before processing, the sperm and seminal plasma was transported for two hours at 10°C 

in an Equitainer (Hamilton Biovet, Ipswich, MA, USA). All the experiments were approved 

by the Ethical Committee for Animal of the Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid. 
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2.2 Semen freezing and thawing 

 

For freezing process, the collected ejaculates were split into eight aliquots which were 

randomly assigned to one of eight treatments. These were defined by previous experiments 

carried out by the research group. Each aliquot was first centrifuged at 800 x g for 10 

minutes (Mikro 220R; Hettich, Vlotho, Germany). Then, the pellet was resuspended using 

an extender composed of EquiPlus (Minitube, Tiefenbach, Germany), 5% of clarified egg 

yolk (CEY), plus the additives corresponding to each treatment (Table 1). With the dilution, 

the sperm concentration was brought to 100 x 106 spermatozoa/ml. The CEY was obtained 

according to Nouri (Nouri et al., 2013). The sperm suspension of each treatment was 

packaged in 0.5 ml straws (MRS1 Dual V2; IMV Technologies, L'Aigle, France). The straws 

were cooled at 5 °C for 60 minutes, then were exposed to liquid nitrogen vapors for 15 

minutes, and finally were stored in liquid nitrogen. After a week of storage, the 

cryopreserved straws were thawed by plunging into a water bath at 37 °C for 1 min. 

 

Table 1. Treatments for freezing semen in donkeys. T1: DMF T2: DMF/SP T3: SAC/BSA T4: 
SAC/BSA/SP T5: DMF/SAC/BSA T6: DMF/SAC/BSA/SP T7: DMF/BSA T8: DMF/BSA/SP. DMF: 
Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  Homologous seminal Plasma 

 

Following tests were performed on thawed semen. 

 

2.3 Evaluation of the antioxidant capacity (TAC) by the ABTS+ cationic radical method. 

The ABTS test was performed as described by Arts et al. (Arts et al., 2004). A total of 10 μl 

of semen and 990 μl of ABTS●+ radical solution was used. After 30 minutes of reaction at 

 
Treatments 

Permeable 
cryoprotectants  

 

Non-permeable cryoprotectants 
 

Seminal 
plasma  

 DMF (%) SUC (mM) BSA (%) PS(%) 

T1 5 -  - 

T2 5 -  10 

T3 - 200  1 - 

T4 - 200 1 10 

T5 5 200 1 - 

T6 5 200 1 10 

T7 5 - 1 - 

T8 5 - 1 10 
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room temperature and in the dark, it was measured in a spectrophotometer (Jenway 6405 

UV/Vis), the change in absorbance with respect to a reference solution, composed of 10 μl 

of buffer solution and 990 μl of the ABTS●+ radical solution. The radical was generated by 

oxidation of 3.5 mM ABTS with 1.25 mM potassium persulfate. After 24 hours of reaction, 

the absorbance was adjusted with PBS at pH 7.4 to 0.70 units, at a λ of 732 nm and will be 

compared against a standard curve with Trolox®. 

2.4 Evaluation of the antioxidant capacity (CAT) by the oxygen trapping capacity method 

ORAC 

The ORAC method was based on previous studies by Ou et al. (Ou et al., 2001). 

Fluorescein solutions 1 × 10–5 M in PBS (75 mM, pH 7.4) and AAPH 0.6 M in PBS was 

used (75 mM, pH 7,4). Each reaction tube will be prepared with 21 μl of fluorescein, 2,899 

μl of PBS, 30 μl of semen and 50 μl of AAPH. Controlled conditions of temperature 37 °C, 

pH 7.4 and Trolox® (Merck, Darmstadt, Germany) as reference antioxidant was used. The 

readings were made in duplicate in an LS 55 spectrofluorometer (Perkin Elmer, Waltham, 

USA) at excitation/emission wavelengths of 493/515 nm. The ORAC value was calculated 

using the area differences under the fluorescein decay curve between a blank and the 

sample, which will be compared against a standard curve with Trolox®. 

2.5 Evaluation of total reactive oxygen species 

The detection of reactive species was performed using the fluorescein diacetate (FDA) 

methodology (Guthrie & Welch, 2006) ,where each sample was prepared with 30 μl of 

40mM FDA (Intervet), 240 μl of buffer solution (pH 7.4), and 30 µl of semen. Controlled 

temperature conditions at 37°C, pH 7.4, and the antioxidant Trolox® (Merck) were used as 

reference. The readings will be made using an LS 55 spectrofluorometer (Perkin Elmer, 

Waltham, USA), at an excitation λ of 490 nm and an excitation slit of 10, and an emission 

λ of 530 nm and an emission slit of 15. The results were expressed as relative fluorescence 

units (URF). 

2.6 Superoxide anion evaluation 

For the evaluation of the superoxide anion (O2
-) it was based on the protocol of Michael et 

al. (Michael et al., 2007) ,where it was measured by a spectrophotometric method based 

on the inhibition of dismutase from the reduction of cytochrome C. Aliquots of thawed 
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semen (0.1 ml) were taken in triplicate samples and mixed with one with the following: 0.36 

ml of modified Krebs-Ringer phosphate buffer (KRP; Merck, Germany) with 0.04 mmol of 

cytochrome C (type VI, Sigma, Germany); 0.02 ml Tris buffer with or without 150U SOD 

(Sigma, Germany); 0.02 ml Tris buffer with 50U catalase (Sigma, Germany). The incubation 

was terminated by the addition of 2 ml ice-cold KRP with 1 mM N-ethylmaleimide. The 

samples were centrifuged at 600 x g for 10 min. The O2
- dependent reduction of cytochrome 

c was calculated by subtracting the reduction that occurs in the presence of SOD from that 

that occurs in its absence. For the calculation, the resulting absorption (obtained by 

subtracting the 550-468 absorption of the sample with SOD from the 550-468 absorption of 

the sample without SOD) was multiplied by 2.5 (dilution factor) and divided by 0.0242 

(extinction coefficient). cytochrome c micromolar a 550-468), in this way, the nanomoles of 

O2
- produced by 0.1 ml of semen were obtained. The results were also expressed as nmol 

O2
- (ml min). 

 

2.7 Hydroxyl radical evaluation 

Measurement of the hydroxyl radical (OH-) in thawed semen was performed by determining 

formaldehyde, a product of the oxidation of dimethylsulfoxide (DMSO) (Michael et al., 2007; 

Pontiki & Hadjipavlou-Litina, 2006). Before measuring OH•, a seminal plasma wash was 

performed, where 500 µl of thawed semen were mixed with 1000 ml of Tris-fructose citric 

acid (TFC) buffer (Tris 3.025 g, fructose 1.25 g, citric acid 1.7 g), distilled water 100 ml, pH 

7.0) and was centrifuged at 700 x g for 8 minutes. Then 1 ml of the supernatant was 

discarded and 1 ml of TFC buffer was added and gently homogenized with a vortex. 

Aliquots of washed semen (0.1 ml) in triplicate samples were incubated with a reaction 

mixture containing the following: 500 ml phosphate buffer (50 mM, pH 7.4), 200 ml EDTA 

(0.1 mM in phosphate buffer), 200 ml DMSO (33 mM in phosphate buffer). The reaction 

was stopped with 250 ml of trichloroacetic acid (CCl3COOH) (17.5%, w/v) and the 

formaldehyde produced was measured spectrophotometrically at 412 nm after the addition 

of 1 ml of a Nash solution, at 60 ° C for 10 min. Nash's solution was prepared with 45 g of 

ammonium acetate (CH3CHCOONH4), 0.9 ml of acetic acid (CH3COOH) and 0.6 ml of 

Acetylacetone (CH3COCH2COCH3) in 100 ml of distilled water. The amount of OH- was 

calculated by subtracting the absorbance of the semen from the absorbance of the relevant 

semen sample. The value taken was transformed into a percentage (%). The difference in 



120 Evaluación de factores asociados con la criotoleracia, el estado redox y la capacidad fecundante 

del semen asnal, orientados a la conservación de los burros (Equus asinus) criollos colombianos 

 
absorbance of the incubated mixtures, containing phosphate buffer, EDTA, iron chloride 

(FeCl3) (167 mM) and ascorbic acid (10 mM), in the presence or absence of DMSO was 

defined as 100%. 

2.8 Mitochondrial membrane potential and sperm viability 

The lipophilic cationic compound 5,5=, 6,6=–tetrachloro-1, 1=, 3,3= 

tetraethylbenzymidazolyl carbocianyne iodine (JC-1, Molecular Probes Europe, Leiden,The 

Netherlands) has the unique ability to differentially label mitochondria with low and high 

membrane potential. For staining, a 3mM stock solution of JC-1 was prepared in DMSO. 

From each sperm suspension, 5 x 106 spermatozoa were placed in one mL of PBS and 

stained with 0.5 µL JC-1 stock solution. The samples were incubated at 38 °C in the dark 

for 40 min before flow cytometric analysis (Ortega-Ferrusola, González-Fernández, et al., 

2009) 

2.9 Statistical analysis 

A general linear model was fitted for each dependent variable. In each statistical model, the 

fixed effect of ejaculate nested within the donkey (Ej(Dn)) and the fixed effect of treatment 

were included. Normal distribution of variables was validated with the Kolmogorov–

Smirnov´s test. Means were compared by the Tukey’s test. Results were expressed as 

mean ± standard error of the mean (SEM). The significance level used for all assessments 

was P ≤ 0.05. All analyses were conducted using SAS Version 9.2. Software (SAS Inst. 

Inc., Cary, NC, USA). 

 

3. Results 

Table 2 describes the analysis of TAC, ROS and  Mithochondrial membrane potential 

(ΔΨM). It was found that the sperm freezing treatments without permeable cryoprotectants 

(T3 and T4) presented higher TAC (p<0.05) (ABTS and ORAC) compared to the treatment 

that was only supplemented with permeable cryoprotectant (T1). Some differences 

(p<0.05) were found for the amount of O2
-. 

In this investigation, the lowest value of mithochondrial membrane potential was for T4. For 

sperm viability, the lowest values were for both treatments with non-permeable 

cryoprotectant. It can be seen that there are no statistical differences between the 
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treatments and the TAC evaluations. There were no statistical differences in OH- content in 

thawed semen with any treatment. 

 
TREAMENTS 

VARIABLE T1  T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 

ABTS (nmol 

Trolox/L) 

7499.55±198.0

1c 

7974.14±224.0

3abc 

8426.84±258.3

6ab 

8667.79±266.9

8a 

7914.96±294.7

1bc 

8666.91±268.6

7a 

7676.31±201.3

3c 

7853.52±215.5

4bc 

ORAC (nmol 

Trolox/L) 

9779.71±488.4

5a 

10.619± 

749.20ab 

11940.25±740.

25a 

11884.89±734.

54a 

12108.28±1163

.77a 

11498.19± 

694.93ab 

10689.03±768.

78ab 

11538.37±726.

88ab 

O2
-     

(nmol/ml) 

0.45± 0.08ab 0.36± 0.03b 0.36± 0.04b 0.41± 0.04ab 0.47± 0.058ab 0.45 ± 0.05ab 0.62±0.07a 0.46±0.03ab 

OH-                        

(%) 

15.26±1.06a 15.36±0.96a 15.33±0.87a 16.63±0.95a 16.29±0.86a 15.18± 0.89a 15.94± 0.99a 15.74±0.83a 

Table 2.  Evaluation of TAC, ROS in post-thaw semen of donkeys.  Different letters represent 

statistical significant difference (p<0.05). T1: DMF, T2:DMF/SP, T3:SUC/BSA, T4:SUC/BSA/SP, T5: 

DMF/SUC/BSA T6: DMF/SUC/BSA/SP T7: DMF/BSA T8: DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, 

SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  Homologous seminal Plasma. ABTS: Evaluation 

of TAC by the cationic radical method, ORAC: Evaluation of TAC by the method of oxygen trapping 

capacity, ΔΨM: Mithochondrial membrane potential O2
- : Superoxide anion, OH-: Hydroxyl  
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Figure 1. Analysis of membrane potential with JC1 in post-thaw semen of donkeys. Different capital 
letters indicate statistically significant differences for lowΔΨM (p<0.05). Different lowercase letters 
indicate statistically significant differences for HighΔΨM (p<0.05). T1: DMF T2: DMF/SP T3: 
SUC/BSA T4: SUC/BSA/SP T5: DMF/SUC/BSA T6: DMF/SUC/BSA/SP T7: DMF/BSA T8: 
DMF/BSA/SP DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  
Homologous seminal Plasma. ΔΨM: Mithochondrial membrane potential 

 
 

In mitochondria with high membrane potential, JC-1 forms multimeric aggregates emitting 

in the high orange wavelength of 590 nm, when excited at 488 nm. At the same excitement 

wavelength (488 nm), however, JC-1 forms monomers within mitochondria with low 

membrane potential, emitting in the green wavelength (525–530 nm) (Macías García et al., 

2011). Figure 1 shows the evaluation of low mithochondrial membrane potential (lowΔΨM) 

and high mithochondrial membrane potential (highΔΨM) with JC1, in this case T4 presented 

the lowest value of high mitochondrial activity. (p<0.05). Figure 2 shows the distribution of 

the sperm population with JC1 aggregates in blue, which corresponds to the high 

mitochondrial membrane potential. The green population is JC1 monomers, which 

corresponds to the sperm population with low mitochondrial potential. 
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                         A                                       B                                                C 

Figure 2. Flow cytometric analysis of mitochondrial membrane potential of frozen-thawed donkey 

semen. A. Example the post thawed semen with T1: DMF; B. Example the post thawed semen with 

T3: SUC/BSA/SP; C. Example the post thawed semen with T8 DMF/BSA/SP. DMF: 

Dimethylformamide, SUC: Sucrose, BSA: Albumin bovine serum, SP:  Homologous seminal Plasma 

    

Figure 3 shows the values of ROS in each of the treatments; in general, the lowest values 

are presented by T1, T3 and T5. Treatments with SP presented a tendency to a greater 

amount of ROS. It is important to highlight that the difference between the treatments 

(T2,T4,T6 and T8) is the supplementation with 10% of the seminal plasma.  
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Figure 3. Total ROS in post-thaw donkey semen. Different letters represent statistical significant 

difference (p<0.05). T1: DMF T2: DMF/SP T3: SUC/BSA T4: SUC/BSA/SP T5: DMF/SUC/BSA T6: 

DMF/SUC/BSA/SP T7: DMF/BSA T8: DMF/BSA/SP. DMF: Dimethylformamide, SUC: Sucrose, 

BSA: Albumin bovine serum, SP:  Homologous seminal Plasma. ABTS: Evaluation of TAC by the 

cationic radical method, ORAC: Evaluation of TAC by the method of oxygen trapping capacity, ΔΨM: 

Mitochondrial membrane potential O2
- : Superoxide anion, OH-: Hydroxyl radical 

 

4. Discussion  

 

During low temperature storage, equine sperm are subjected to oxidative damage of 

membrane phospholipids, proteins and chromatin; besides osmotic stress leads to damage 

to the plasma membrane and alteration in sperm metabolism (Barry A. Ball, 2008; Barry A. 

Ball et al., 2001). In equids , the elimination of seminal plasma is a necessary process for 

the conservation of sperm in artificial conditions such as cryopreservation (Jordi Miró et al., 

2013b; R. A. Monteiro et al., 2022; Vilés et al., 2013) and this is because the main negative 

effects of seminal plasma is the formation of reactive oxygen species (ROS), which are 

highly reactive agents that belong to the class of free radicals (Agarwal et al., n.d.). The 

correct balance between ROS and antioxidants is crucial to avoid internal cell disturbances, 

therefore, removal of SP during semen processing may increase the sperm susceptibility 

to ROS-induced damages (Papas et al., 2019). Although the physiological role of SP is not 

fully understood yet (Kareskoski & Katila, 2008), it has been described that most of the 

antioxidant capacity of equine semen is found in SP (Barry A. Ball, 2008).  

One of the components used in semen freezing of Colombian Creole donkeys in this 

research was the SP; this is a liquid that is part of the ejaculate and is originated in different 

accessory glands, which contains a complex mixture of ions, enzymes, sugars, lipids, 

amino acids, proteins and hormones (Neuhauser et al., 2019; Wood et al., 2016). SP has 

an important role in physiological processes for sperm functions such as protection, 

nutrition, transport, regulation of the inflammatory response in the uterus and interaction 

with the oocyte (Härtlová et al., 2013; Portus et al., 2005; Töpfer-Petersen et al., 2005; 

Troedsson et al., 2000). 

It has been reported that SP antioxidant capacity is significantly higher in donkey than in 

horse stallions, and these activity in donkeys is positively correlated with some sperm 

kinematic parameters, as progressive motility, linearity, and straightness (Cecchini 

Gualandi et al., 2021). Additionally, in this same study, the mean value reported of TAC by 
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the ABTS technique for the SP of donkeys was 719.7 ± 254.3 (ascorbic acid equivalents, 

μM). Moreover, for equine SP it was found that the ABTS value was 4000±300 µmol 

Trolox/L (Betancur et al., 2015). These values are lower than those found in our study; 

however, in the present research, the TAC was not measured for seminal plasma alone, 

but for thawed semen with seminal plasma. The values found by us in thawed semen 

supplemented with 10% SP in Colombian Creole donkeys was 7974.14 ±224 (nmol 

Trolox/L). There are few reports for TAC evaluation by the ORAC technique for semen or 

SP in donkeys; Usuga et al. (Usuga et al., 2020) found values for stallion horse SP of 

13679.4±911.6 μmol Trolox/L. In the same way, for another work with SP in stallion horses,  

Restrepo et al. (Betancur et al., 2015) found a value of 4049.4 μmol Trolox/L. For the 

present investigation, the evaluation of TAC in thawed semen was carried out for all 

treatments. In one of the treatments that included 10% of SP, the mean value found was 

12108.28±1163.77 μmol/Trolox/L, therefore, it could be argued that the TAC of SP in 

donkeys is higher than in horses. With the results of this investigation, it can be considered 

that means that the amount of SP within the treatments is indifferent, regarding this 

parameter. Therefore, it can be argued that the spermatozoa, the components of the 

extenders, supplements such as SUC, egg yolk and DMF, can contribute to the TAC value. 

In a study with equine semen, it was evaluated the total ROS production in refrigerated 

semen with the use of three antioxidants; myoinositol, ferulic acid, and melatonin. The 

authors found values in relative fluorescence units of 53.82 ± 3.32125, 53.10 ±  2.37125, 

58.29 ± 3.02125, respectively (Affonso et al., 2017).These values are lower than those 

found in the present investigation with thawed semen from donkeys. This can be explained 

due to semen cryopreservation exposes cells to stressful conditions, leading to reduced 

viability; some studies propose that overproduction of ROS and decreased of antioxidant 

capacity of semen may increase the damaging effects of the freezing technique 

(Bustamante Filho et al., n.d.). Furthermore, evidence from a number of species suggests 

that ejaculated sperm undergo apoptotic-like changes as a consequence of 

cryopreservation (Barry A. Ball, 2008). Regarding the hydroxyl content in thawed semen of 

donkeys, no differences were found under the different freezing treatments. These results 

are comparable to those found in a study with thawed canine semen with supplementation 

in freezing extenders with antioxidants such as vitamin C, taurine and catalase with values 

of 13.73 ± 2.14%, 12.28 ± 1.77%, 11.41 ± 2.08% respectively; for that case there were no 

statistically significant differences either (Michael et al., 2007).  
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Some reports that have evaluated intracellular levels of superoxide anion, highlight as result 

that after the freezing-thawing process of semen in stallion horses, the level of this radical 

increase (Mislei et al., 2020). For the present investigation, no differences were found 

between the freezing treatments. Nevertheless, at physiological levels, ROS are required 

for normal sperm function such as hyperactivation, capacitation, and acrosome reaction 

(Affonso et al., 2017; J. Aitken & Fisher, 1994).  

 

In equids, adenosine triphosphate (ATP), which is required for sperm motility, is mostly 

provided by oxidative phosphorylation pathway occurring in inner mitochondrial membrane 

(Akbarinejad et al., 2018). Lançoni et al. (Lançoni et al., 2018) found a mitochondrial 

membrane potential close to 30% in thawed equine semen; these values are higher than 

those found in donkeys for the present study.  Our results for high mitochondrial potential 

did not exceed 20% (Figure 1), and for the treatment that did not have a permeable 

cryoprotectant and contained SP, the lowest membrane potential was 9.1%. Additionally, 

the same treatment showed the highest values in the total content of ROS. In this way, 

ROS could cause lipid peroxidation, which not only disrupts sperm and mitochondrial 

membrane fluidity and integrity, but also diminishes sperm function and motility (R. J. Aitken 

et al., 2012; Akbarinejad et al., 2018; Gibb et al., 2016). Donkey semen presents a 

significantly higher speed and progressivity motility compared with horse sperm (Gacem et 

al., 2021), this is due to the fact that the donkey spermatozoon has a longer intermediate 

piece and a higher mitochondrial membrane potential (Catalán et al., 2020). For this reason, 

it has been suggested that the production of ROS in donkey sperm is higher (Yánez-Ortiz 

et al., 2021).  

This research could allow other studies, such as the evaluation of specific analysis of ROS, 

TAC of SP in donkeys and their relationship between post-thaw semen quality and in vivo 

fertility. There are currently studies that have evaluated some of these parameters. (Catalán 

et al., 2022; Cecchini Gualandi et al., 2021), however, there are not many investigations in 

this field for the Colombian Creole donkey. 

 

5. Conclusions 
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Supplementation with seminal plasma in donkey semen freezing does not alter the total 

antioxidant capacity, so it can be argued that other components and combinations used in 

this research provide values for this parameter. 

Freezing semen with non-permeable cryoprotectant generates a low mitochondrial 

membrane potential and a high amount of reactive oxygen species. 

The composition of the freezing extender for donkey semen with seminal plasma influences 

the generation of total reactive oxygen species. 
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5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 

Los componentes del plasma seminal, la capacidad antioxidante y las especies reactivas 

de oxígeno, están asociado con la calidad del semen fresco y descongelado de asnos 

criollos colombianos. 

La calidad del semen posdescongelación de asnos criollos colombianos es superior con la 

suplementación en el medio de congelación de dimetilformamida, albúmina sérica bovina 

y plasma seminal. Los crioprotectores no permeables como la combinación de sacarosa y 

la albúmina sérica bovina como una alternativa para reemplazar los crioprotectores 

permeables, brindan una menor calidad seminal posdescongelación. 

La congelación de semen con un medio compuesto por dimetilformamida, albumina sérica 

bovina y plasma seminal, mejora la adherencia de espermatozoides a la zona pelúcida, 

siendo un indicador favorable sobre la capacidad fecundante de espermatozoides asnales. 

Las proteínas y enzimas del plasma seminal, la capacidad antioxidante y las especies 

reactivas de oxígeno están asociadas a la adherencia de espermatozoides a la zona 

pelúcida, siendo un indicador favorable sobre la capacidad fecundante de 

espermatozoides asnales. 

La selección de los componentes de los diluyentes de congelación para semen de asnos 

criollos colombianos, es determinante en la conservación, el aporte antioxidante, la 

mitigación de especies reactivas de oxígeno y la capacidad fecundante de las células 

espermáticas de esta especie. 
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5.2 Recomendaciones 

 

Los hallazgos encontrados en este trabajo, abren las puertas para realizar nuevas 

investigaciones con la exploración de los componentes y evaluaciones realizadas tanto en 

el plasma seminal como en el semen posdescongelación con la interacción en el tracto 

reproductivo de hembras asnales. 

Por otra parte, los resultados encontrados en esta investigación responden a la necesidad 

de generar bancos de germoplasma con semen de alta calidad a partir de protocolos 

alternativos en la criopreservación, para incrementar la población de asnos en Colombia. 

Siendo este el primer paso para la aplicación de otras técnicas de vanguardia, como la 

producción In vitro de embriones con inyección intracitoplasmática de semen ICSI. 

 


