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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la tasa de efectividad de la técnica de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) en yeguas de la raza Caballo Criollo Colombiano
(CCC) y compararla con el procedimiento convencional de lavado embrionario in vivo. La
investigacion se desarrolld bajo un disefio de cohorte prospectivo con casos y controles, de tipo
cuantitativo, utilizando 30 yeguas sanas con edades entre 6 y 15 afos. Veinte de ellas fueron
sometidas a la técnica OPU-ICSI (10 provenientes de la Sabana de Bogota y 10 de Cali),
mientras que 10 yeguas adicionales conformaron el grupo control, en el cual se aplico el lavado
embrionario convencional. En el grupo ICSI se registraron variables como numero de foliculos
aspirados, ovocitos recuperados, maduracion oocitaria y nimero de embriones obtenidos; en el
grupo control se hizo un seguimiento previo del estado reproductivo de las yeguas, a las cuales
se les media los foliculos dominantes, para luego inducir la ovulacion con una medida de 37 mm
o mas para luego ser inseminadas y realizar lavado de embrion a los 8 dias post ovulacion. Los
resultados mostraron que ambos grupos obtuvieron una media igual de embriones por yegua
(1,28), aunque con amplia variabilidad individual. En el grupo ICSI se evidencio la posibilidad
de obtener embriones incluso en yeguas con menor carga folicular, mientras que la obtencion
embrionaria del grupo control se relaciono fuertemente con el proceso fisioldgico completo de
ovulacion y fertilizacion. Sin embargo, debido al tamafio reducido de la muestra (20 yeguas ICSI
y 10 control), no fue posible establecer conclusiones definitivas sobre la superioridad de una
técnica sobre la otra. Este trabajo aporta informacion preliminar que puede servir como base para
investigaciones posteriores con un mayor nimero de animales y un disefio estadistico mas

robusto, orientadas a optimizar la reproduccion asistida en el caballo criollo colombiano.

Palabras clave: ICSI, caballo criollo colombiano, lavado embrionario, reproduccion asistida.



Abstract

The present study aimed to evaluate the effectiveness of the intracytoplasmic sperm injection
(ICSI) technique in mares of the Colombian Criollo Horse (CCC) breed and to compare it with
the conventional in vivo embryo flushing procedure. The research was conducted under a
prospective cohort design with cases and controls, using a quantitative approach and involving
30 healthy mares aged between 6 and 15 years. Twenty mares underwent the OPU-ICSI
technique (10 from the Bogotd Savanna and 10 from Cali), while 10 additional mares constituted
the control group, in which conventional embryo flushing was performed. In the ICSI group,
variables such as the number of aspirated follicles, recovered oocytes, oocyte maturation, and
number of embryos obtained were recorded. In the control group, reproductive status was
monitored prior to the procedure, dominant follicles were measured, ovulation was induced once
they reached >37 mm, followed by insemination and embryo flushing eight days post-ovulation.
Results showed that both groups obtained the same mean number of embryos per mare (1.28),
although with high individual variability. In the ICSI group, embryos could be obtained even
from mares with lower follicular counts, whereas embryo recovery in the control group was
strongly associated with the complete physiological process of ovulation and fertilization.
However, due to the small sample size (20 ICSI mares and 10 controls), it was not possible to
draw definitive conclusions about the superiority of one technique over the other. This study
provides preliminary information that may serve as a basis for future research with a larger
number of animals and more robust statistical designs, aimed at optimizing assisted reproduction

in the Colombian Criollo Horse.

Keywords: ICSI, Colombian Criollo Horse (CCC), embryo flushing, assisted reproduction.
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Glosario

CCC: Caballo Criollo Colombiano.

ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides.

OPU: Ovum Pick Up (espaniol: aspiracion folicular transvaginal u obtencion de 6vulos)

Medio de cultivo TCM-199: Solucion nutritiva utilizada para mantener y favorecer el desarrollo

de células, tejidos u ovocitos en condiciones in vitro. En reproduccion equina, se emplea durante

la maduracién y manipulacidon de ovocitos.

Heparina: Anticoagulante utilizado en medios de recoleccion de ovocitos para evitar la

formacion de codgulos que puedan interferir con el procedimiento.

ANOVA (Analisis de varianza): Prueba estadistica utilizada para comparar las medias de tres o

mas grupos y determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Foliculo: Estructura presente en el ovario que contiene un ovocito en desarrollo, rodeado por

células de soporte y liquido folicular.

Ovocito: Célula reproductiva femenina que, tras madurar, puede ser fecundada por un

espermatozoide para dar origen a un embrion.

Bomba de vacio: Equipo utilizado para generar la succion controlada durante la aspiracion de

foliculos en el procedimiento OPU.



Introduccion

Ademas de las técnicas clasicas de reproduccion, como la inseminacion artificial y la
transferencia de embriones (Squires y otros., 2003), biotecnologias reproductivas avanzadas
como la recuperaciéon y maduracion de ovocitos, la transferencia de ovocitos, la fertilizacion in
vitro, el cultivo de embriones, la manipulacion de embriones y la transferencia nuclear, se
establecieron por primera vez en rumiantes y sirvieron como ejemplo para el uso tanto en
humanos como en caballos. Los avances en reproduccion asistida avanzada En el caballo, el
progreso ha sido continuo, aunque a un ritmo irregular en comparacidon con otras especies
domésticas, y los avances mds importantes se produjeron solo en los ultimos 12 afios. (Galli, C.,

Colleoni, S., Duchi, R., Lagutina, 1., & Lazzari, G.,2013)

Las biotecnologias reproductivas confieren el aumento en la eficiencia reproductiva de la
especie equina, donde se aprovecha los rasgos genéticos de importancia, obteniendo un mayor
aprovechamiento productivo y rentable. Evidencias datan que la biotecnologia reproductiva no es
una herramienta nueva usada con los animales por parte del hombre, para el 2.500 A.C en Asia
Menor ya se realizaba la castracion de machos que no reunian con las condiciones requeridas

como reproductores (Galli, Colleoni, Duchi, Lagutina, & Lazzari, 2007).

Una de las técnicas de reproduccion asista es la aspiracion folicular transvaginal u
obtencion de dvulos (OPU) la cual es el proceso por el cual los ovocitos se extraen directamente
de los ovarios de una yegua por via transvaginal a través de una guia y un ecografo. Esta técnica
se utiliza para la produccion de embriones in vitro (Hinrichs, 2010) mediante la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (Galli, Colleoni, Duchi, Lagutina, & Lazzari,
2007). La produccion in vitro (PIV) de embriones equinos mediante la técnica de recogida de
ovocitos inmaduros (OPU), maduracion in vitro y posterior inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) es actualmente la técnica de reproduccidon asistida mas eficiente
disponible en la industria de la cria equina para obtener el mayor nimero de embriones por

yegua y afo (Mdarquez-Moya, Sala-Ayala, Carreras-Vico, Martinez-Bovi, & Cuervo-Arango,



2025). El aumento de esta técnica se ha ido acompafiando de un crecimiento de la eficiencia de la
técnica ICSI y transferencias de embriones criopreservados producidos in vitro. Actualmente, se
informa que el promedio de obtencidon de embriones por sesion de OPU-ICSI es del 2,12 (Claes
& Stout, 2022). Algunas de las ventajas que presenta esta técnica son: La técnica OPU-ICSI
presenta multiples ventajas en la reproduccion equina, ya que puede aplicarse en yeguas de edad
avanzada, con problemas reproductivos, en aquellas que ciclan pero no ovulan, o que presentan
alteraciones a nivel de cérvix y utero. Ademas, las sesiones pueden realizarse durante todo el afio
con intervalos de aproximadamente 14 dias, lo que facilita la continuidad del procedimiento. Un
aspecto relevante es que una sola pajuela de semen puede emplearse para fertilizar mas de 100
ovocitos en diferentes sesiones, optimizando el recurso seminal disponible. Asimismo, los
embriones producidos in vitro mediante esta técnica pueden criopreservarse de manera eficiente,
lo que amplia las posibilidades de conservacion y transferencia posterior. Finalmente, su uso en
yeguas jovenes contribuye a acortar los tiempos generacionales y a acelerar los procesos de

mejora genética en la especie.

La produccion de embriones en equinos in vitro tiene como objetivo principal lograr
alcanzar la mayor eficiencia reproductiva posible, esto se debe especialmente a que el Equino lo
reconocen principalmente por tener una menor capacidad reproductiva entre otras especies

(Cuervo-Arango, Claes, & Stout, 2019).

Esta investigacion se propone evaluar la efectividad de la técnica ICSI en yeguas de la
raza caballo criollo colombiano, comparando sus resultados con los obtenidos mediante el lavado
de embriones ina vivo de forma convencional. Se busca determinar si existen diferencias
significativas en el nimero de producciones embriones obtenidos. Dado que el estudio se realizd
con una muestra limitada (20 yeguas para ICSI y 10 para lavado convencional), los resultados se
interpretan como una aproximacion inicial, mas que como una conclusioén definitiva, aportando

una base de referencia para futuras investigaciones en este campo.
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Planteamiento del problema

El gremio equino en Colombia ha presentado un gran aumento en los ultimos afios,
especialmente lo que respecta la cria del CCC, una raza emblematica del pais por su valor
genético y por la cultura que esta raza representa. Sin embargo, los problemas reproductivos que
presentan algunos ejemplares, tanto hembras como machos, ha obligado al gremio equino a
implementar técnicas avanzadas de reproduccion asistida que permita conservar y reproducir

ejemplares con buenas caracteristicas genéticas.

Una de estas técnicas es la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), la
cual se ha aplicado y estudiado ampliamente en paises con mayor desarrollo en biotecnologia
reproductiva equina. Sin embargo, en Colombia su uso es reciente, por lo que aun no existen
estudios que evaluen su efectividad, especialmente en la raza emblematica como lo es el CCC.
Esta poca informacion limita el respaldo cientifico de esta técnica para su implementacion

rutinaria en programas de reproduccion asistida en Colombia.

Ademés, técnicas convencionales como lo es el lavado de embriones sigue siendo una de
las técnicas mas utilizadas en muchos criaderos. Sin embargo, esta presenta ciertas limitaciones
cuando se trata de ejemplares con problemas reproductivos o que tengan poca produccion
embrionaria. En este caso, se genera la necesidad de comparar ambas técnicas con el fin de

evaluar si la ICSI representa una técnica mas eficiente para la produccion embrionaria.

Este estudio busca aportar informacion acerca de la efectividad de esta nueva técnica de
reproduccion asistida en el gremio equino, generar criterios para fomentar el uso de esta
biotecnologia reproductiva seglin las necesidad y condiciones de cada propietario de esta gran

raza.
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Justificacion

En Colombia, el estudio de la técnica de inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) en caballos, y en particular en el Caballo Criollo Colombiano, es todavia
muy limitado. La mayor parte de la informacion disponible proviene de investigaciones en otras
razas y contextos internacionales, lo que genera un vacio de conocimiento sobre su aplicabilidad
y posibles resultados en el CCC. La introduccion de esta técnica en el pais es reciente, y por esto
resulta necesario proporcionar informaciéon que permitan comprender su comportamiento y

desempefio en nuestro pais.

La investigacion busca aportar evidencia sobre la tasa de efectividad de la ICSI en el
Caballo Criollo Colombiano, comparandola con la técnica de lavado de embriones convencional.
Esta comparacion es relevante porque permitird establecer si la ICSI representa una alternativa
competitiva o incluso superior en términos de resultados, considerando las condiciones
reproductivas de esta raza. Aunque el presente estudio se realiza con una poblaciéon reducida (20
yeguas en el grupo ICSI y 10 en el grupo de lavado convencional), lo que limita la posibilidad de
generalizar los resultados, los datos obtenidos constituyen un punto de partida importante para

futuros trabajos.

Ademas de su valor académico, este estudio tiene un gran potencial en la préctica
veterinaria y en el sector equino, pues la generacion de informacion confiable sobre la técnica
podria contribuir a mejorar los programas reproductivos y favorecer la conservacion genética del
Caballo Criollo Colombiano. Los hallazgos podrian orientar a criadores, veterinarios e
investigadores en la toma de decisiones sobre el uso de la ICSI, y abrir nuevas lineas de

investigacion que profundicen en sus beneficios y limitaciones.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la tasa de efectividad de la técnica de ICSI en el CCC, con el fin de analizar su

viabilidad y eficiencia para mejorar la produccion embrionaria

Objetivo especifico

e Evaluar la tasa de fertilizacion de los ovocitos mediante la técnica ICSI en caballos
criollo colombiano

e Evaluar la tasa de maduracion in vitro, de los ovocitos obtenidos por medio de aspiracion
folicular de yeguas Criollo Colombiano.

e Determinar la tasa de desarrollo embrionario, evaluando el porcentaje de embriones que
alcanzan los estadios de segmentacion, moérula y blastocisto.

Alcance y limitaciones

Este estudio tiene como objetivo analizar la efectividad de la técnica de Inyeccion
Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI) en yeguas de la raza criollo colombiano,
comparandola con el método convencional de lavado de embriones. El estudio se realizd entre

los meses de febrero y mayo de 2025 en las instalaciones de EUREKA y BIOHORSE S.A.S.,
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ubicados en el municipio de Cajicd, Cundinamarca. Se seleccionaron y evaluaron un total de 30
yeguas

clinicamente sanas, todas pertenecientes a criadores particulares. Veinte de estas fueron
sometidas al procedimiento ICSI (10 provenientes de Bogota y 10 de Cali), y las otras diez a la

técnica tradicional de lavado embrionario.

El enfoque del estudio es cuantitativo, ya que se basa en la recoleccion y analisis de datos
numéricos relacionados con la produccion de embriones mediante la técnica ICSI y el lavado de
embriones convencional en yeguas de raza Caballo Criollo Colombiano. El objetivo principal es
medir y comparar los resultados obtenidos en ambos grupos, utilizando herramientas estadisticas
descriptivas e inferenciales para identificar posibles diferencias. En el caso del grupo ICSI, se
siguieron todos los pasos del protocolo, desde la aspiracion folicular (OPU) hasta la
microinyeccion, cultivo y desarrollo embrionario. En el grupo convencional, se hizo
inseminacion con semen fresco, lavado post-servicio, y lavado uterino a los 8 dias para la

recuperacion del embrion.

La investigacion incluye animales dentro de un rango de edad de 6 a 15 afios, sin
importar la fase del ciclo ovarico ni la condicidon corporal. Las yeguas fueron elegidas con base
en criterios reproductivos, principalmente una carga folicular minima (10 foliculos), aunque se

incluyeron casos de yeguas mayores con menos carga folicular.

Finalmente, este trabajo busca dejar las bases para futuras investigaciones en el campo de
la biotecnologia equina en Colombia, ofreciendo una breve comparacion entre dos técnicas que,
aunque son ampliamente utilizadas en otros paises, una de ella tiene un poco desarrollo y

aplicacion a nivel nacional.

Como toda investigacion basada en condiciones de campo, este estudio presenta ciertas
limitaciones que es importante reconocer para valorar adecuadamente sus resultados y alcance.
La mas importante de ellas es el tamafio reducido de la muestra, que incluyo solo 30 yeguas: 20
en el grupo ICSI y 10 en el grupo convencional. Esta muestra limitada no permite realizar

afirmaciones estadisticas definitivas sobre la efectividad de la técnica ICSI en la raza criollo
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colombiano. Por lo tanto, los resultados deben interpretarse con precaucion. Otra limitacion es la
imposibilidad de controlar todas las variables biologicas. Aunque se siguieron protocolos ya
establecidos, las diferencias individuales entre yeguas, la procedencia de algunos animales
(especialmente las de Cali), y la calidad variable del semen congelado-descongelado utilizado,

pudieron influir en las tasas de fertilizacion y desarrollo embrionario.

Adicionalmente, hubo restricciones en el acceso a informacidon sobre ciertos aspectos
técnicos. Por ejemplo, no se contd con datos especificos del paso a paso dentro del laboratorio
con respecto al manejo de los ovocitos, medios de maduracion y cultivo, hasta la produccion de
un embrion. Por ultimo, el tiempo limitado del estudio (cuatro meses) impidié realizar un
seguimiento a largo plazo de los embriones obtenidos (por ejemplo, hasta la gestacion o
nacimiento del potro), lo que impide la evaluacion de la efectividad real de cada técnica a nivel

productivo.

Marco teorico

Meiosis

La meiosis es el proceso mediante el cual las células germinales reducen a la mitad su
nimero cromosomico, garantizando que, tras la fecundacion, el embrion resultante reciba la

genética completa (2n).

En equinos, al igual que en otros mamiferos, el ovocito experimenta dos fases de
detencion o arresto meidtico que son fundamentales para comprender su maduracion y el
momento en que puede ser fecundado. El primer arresto meidtico se produce en la profase I,
etapa en la cual los ovocitos permanecen desde el nacimiento hasta que son reclutados para el
crecimiento folicular. Durante este tiempo, el ovocito se mantiene en un estado de reposo
prolongado, acompafiado por células del cimulo y de la granulosa, que le proporcionan soporte

metabolico y sefiales de regulacion. Luego, bajo la influencia de la onda folicular y los estimulos
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hormonales, el ovocito reanuda la meiosis y progresa hasta la metafase 1. Tras la expulsion del
primer corpusculo polar, alcanza el segundo arresto meiotico, que ocurre en la metafase II. Este
es el estadio en el que el ovocito es ovulado o, en el contexto de técnicas de reproduccion
asistida como OPU-ICSI, el momento en que puede ser considerado competente para la
fecundacion. La liberacion del segundo arresto meidtico unicamente se produce después de la
penetracion del espermatozoide, cuando se desencadenan una serie de sefales de activacion
ovocitaria que permiten completar la meiosis Il y formar el pronicleo femenino. Por lo tanto,
entender estos arrestos es esencial para valorar la calidad de los ovocitos obtenidos en
procedimientos como OPU-ICSI, ya que solo aquellos que han alcanzado metafase II poseen la

capacidad real de ser fecundados y generar embriones viables.

Recoleccion y clasificacion de ovocitos equinos

Los ovocitos de los foliculos antrales se pueden recuperar como se hace en bovinos, es
conocida como la recuperacion transvaginal de ovocitos guiada por ultrasonido u Ovum Pick Up
(OPU). Hay dos enfoques principales para obtener ovocitos de la yegua donante: aspiracion del
foliculo dominante estimulado para recuperar un ovocito madurado in vivo justo antes de que
ovule; o aspiracion de todos los foliculos. La recoleccion de ovocitos maduros se basa en
recolectar del foliculo preovulatorio 24 h después de la administracion del inductor de la
ovulacion a un foliculo que ha alcanzado al menos 35 mm y en donde la donante muestre signos
de edema uterino, presentandose la ovulacion entre 36 y 40 h después del inductor. Por lo tanto,
los ovocitos recolectados a las 24 h mas tarde han reanudado la meiosis, tienen unas cimulus
oophorus expandido que facilita su recuperacion. Después de la recuperacion de la yegua
donante, los ovocitos completan su maduracion in vitro (16 horas mas) y luego pueden ser
microinyectados, Galli et al. (2013). La aspiracion de los foliculos inmaduros sin estimulacion
ovarica ofrece la obtencion de ovocitos de una yegua cada 14 dias. Ademas, no es necesario
realizar un seguimiento al ciclo estral o preocuparse por la aplicaciéon de gonadotropinas,
Hinrichs (2011). Cada foliculo se lava continuamente con solucion salina tamponada con fosfato
de Dulbecco suplementada con heparina y alblimina sérica bovina calentada a 38 °C. se realiza

un lavado donde se raspa la pared folicular en la aguja de puncion. Se llevan a placas de Petri y
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se visualizan los ovocitos y el analisis visual de las células de la granulosa. Carnevale & Sessions

(2012).

Preparacion de la yegua

Es necesaria una adecuada restriccion fisica al momento de iniciar el procedimiento, la
cual se puede realizar en un brete, la yegua debe estar bajo sedacion y con relajacion del recto de
tal manera que permita una adecuada manipulacion del ovario durante el procedimiento. Las
yeguas son sedadas con detomidina, butorfanol, xilacina, acepromazina y tramadol. La
detomidina y el xilacina son agonistas alfa 2 adrenergico que tiene un efecto de sedacion y un
periodo corto de analgesia, tienen un efecto de relajacion de la musculatura lisa del tracto
gastrointestinal lo que hace que disminuya la motilidad intestinal. La detomidina tiene de 50 a
100 veces mas potencia que la xilacina, ambos medicamentos son usados para procedimientos
entre 5 a 20 minutos. El butorfanol y el tramadol son opioides usados por sus efectos analgésicos
durante la sedacion, Su uso favorece la analgesia y la duracion de la sedacion en procedimientos
cortos con el paciente en estacion. La acepromazina es un tranquilizante y sedante usado en
equinos para procedimientos cortos. La relajacion del recto juega un papel muy importante
durante el procedimiento ya que gracias a esto la manipulacion del ovario es mucho mas facil,
para esta se reporta el uso de bromuro de hioscina (Cuervo-Arango, Sala-Ayala, Marquez-Moya,

& Martinez-Bovi, 2025).

Técnica OPU

La técnica de OPU puede variar segin el nimero de operadores involucrados durante su
ejecucion. Una opcidn consiste en la participacion de tres personas: un operador encargado de
sostener el ovario y la sonda ecografica, un segundo operador que manipula la aguja de
aspiracion y un tercer operador que realiza el lavado folicular mediante una jeringa, siempre y
cuando no se utilice una bomba de infusion, ya que este operador no seria necesario. La segunda
opcion, se basa en que un solo operador maneja simultdneamente la sonda, el ovario y la aguja,
mientras un asistente controla el lavado con jeringa o bomba, eliminando la necesidad de

operadores adicionales.
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Después de la preparacion de la yegua y de la desinfeccion de la region perineal se
introduce via vaginal la guia de aspiracion el cual lleva el transductor transvaginal y la aguja de
aspiracion; por via rectal se acerca el ovario hacia la guia de aspiracion y durante el
procedimiento se realiza la manipulacion del ovario, cuando los foliculos a aspirar se ubican se
introduce la aguja hasta la cavidad folicular y se recupera el fluido folicular mediante aspiracién

(Figura 1).

3-Probe
4-Vagina
S.Rocrtum

Figura 1. Retraccion del ovario hacia la pared vaginal via transrectal.

Una de las alternativas para colectar ovocitos en la yegua es aspirar todos los foliculos
visibles en el ovario en cualquier momento del ciclo logrando recuperar ovocitos maduros e
inmaduros. Se utiliza un ecégrafo con una sonda convexa de 7.5 MHz a para la visualizacion y
aspiracion de foliculos. Cada foliculo se aspira con una aguja de doble bisel de calibre 12 unida a
una bomba de vacio a una presion de 180-200 mm de Hg. Cada foliculo se lava continuamente
con solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco suplementada con heparina y albimina
sérica bovina calentada a 38 °C. se realiza un lavado donde se raspa la pared folicular en la aguja
de puncion. Se llevan a placas de Petri y se visualizan los ovocitos y el analisis visual de las
células de la granulosa (Hinrichs, 2010). La tasa de recuperacion de ovocitos (ORR, niimero de
ovocitos recuperados por foliculo aspirado) ain varia entre los estudios, pero normalmente se

encuentra en el rango del 50 al 60 % (Claes & Stout, 2022; Hinrichs, 2010).
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Clasificacion de los ovocitos

Luego de recuperar los ovocitos, se realiza una clasificacion para seleccionar los ovocitos

mas capacitados para hacer la maduracion in vitro. Esta clasificacion de basa en las

caracteristicas morfologicas de las células del cumulus (compactos y expandidos) y en el aspecto

del citoplasma (Cardona, 2016) (Figura 2).

Ovocitos Expandidos: Ovocito que ha comenzado su maduracion meidtica,
caracterizado por un cimulus oophorus (capa de células que rodea el ovocito) que se
ha extendido y dispersado. Estos ovocitos son recolectados de foliculos
preovulatorios o expandidos, se descartan los ovocitos con el cimulus expandido para
la maduracién in vitro es debido a que se considera que estan ya maduros (Marquez-
Moya, Sala-Ayala, Carreras-Vico, Martinez-Bovi, & Cuervo-Arango, 2025; Galli,
Colleoni, Duchi, Lagutina, & Lazzari, 2013).

Ovocitos Compactos: Es un ovocito que tiene mas de tres capas de células del
cumulus y ellas se encuentran compactas (Marquez-Moya, Sala-Ayala, Carreras-Vico,
Martinez-Bovi, & Cuervo-Arango, 2025; Galli, Colleoni, Duchi, Lagutina, & Lazzari,
2013).

Corona Radiada: No es una clasificacion de ovocitos, pero es una forma de
seleccionar los ovocitos que no presentan cumulo expandido ni compacto, debido a
que en el proceso de recoleccion y lavado presenta un desprendimiento del cimulus,
dejando solo la corona radiada presente o una denudacion parcial de la zona pelucida
(Marquez-Moya, Sala-Ayala, Carreras-Vico, Martinez-Bovi, & Cuervo-Arango, 2025;
Galli, Colleoni, Duchi, Lagutina, & Lazzari, 2013).

Degenerados: Ovocitos que presentan alteracion de la corona radiada y citoplasma
encogido y deformado (Mérquez-Moya, Sala-Ayala, Carreras-Vico, Martinez-Bovi, &
Cuervo-Arango, 2025).
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Figura 2. Clasificacion morfologica de ovocitos. A) Expandido. B) Compactos. C) Corona

Radiada. D) Degenerados.

Fertilizacion In vitro en equinos

Maduracion In vitro

El nucleo de un ovocito permanece en estado de vesicula germinal en los foliculos
primordiales y en crecimiento, hasta que la meiosis se reanuda antes de la ovulacion. Después
del pico preovulatorio de LH, la vesicula germinal se rompe, se reanuda la meiosis y el ovocito
ovula o queda en estado de atresia. De este modo, el proceso de maduracion in vivo de los
ovocitos se produce en un ambiente folicular optimo, que finaliza con la expulsion al oviducto de
un ovocito maduro capaz de ser fecundado por un espermatozoide capacitado (Cuervo-Arango,

Sala-Ayala, Marquez-Moya, & Martinez-Bovi, 2025).

Luego de la recoleccion de ovocitos, estos pasan a una etapa de maduracion in vitro en la
que se busca crear condiciones ambientales adecuadas que asemejen a las que se producen en el
tracto reproductivo de la yegua y para lograrlo debe tenerse en cuenta ciertos factores: medio de
maduracion, suplemento, tiempo de maduracion, condiciones de temperatura, pH y tension de
oxigeno. El medio de maduracion in vitro més utilizado en muchos laboratorios se basa en

M199, aunque la introduccion de DMEM/F12 en dicho medio en un laboratorio se asocié con
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aumentos en las tasas de segmentacion y blastocisto posteriores. Existen algunas diferencias
clave entre estos dos medios, una de las cuales es la glucosa. Las concentraciones de glucosa en
el liquido folicular de la yegua varian de 3,24 a 4,7 mmol/L, con una tendencia a niveles mas
altos durante la fase folicular. La concentracion de glucosa en M199 es de 5,5 mmol/L y en
DMEM/F12 es de 17,5 mmol/L. Es posible que las diferencias en las concentraciones de glucosa
durante la maduracion afecten el desarrollo de los ovocitos, como se ha observado en el ganado.
La fuente de proteina mas comunmente reportada en los medios de maduracion de ovocitos es el
10% de FBS (Suero fetal bovino), y sigue siendo la fuente de proteina preferida por su efecto
beneficioso en la competencia meidtica en comparacion con la BSA (Albumina sérica bovina), la
reposicion de suero o el liquido folicular. Tambien, Se han anadido diversas hormonas a los
medios de maduracién de ovocitos, incluyendo la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
hormona luteinizante (LH). Investigaciones posteriores para optimizar la composicién idnica
revelaron que aumentar la concentracion de calcio a 5,6 mmol/L fue perjudicial, mientras que

reducir el nivel de calcio resultd beneficioso para el desarrollo posterior. Morris, L. H. A. (2018).

En otro estudio realizado (Universidad Texas, 2016). Cuando reciben ovocitos inmaduros
generalmente se envian durante la noche en un medio de cultivo de embriones a temperatura
ambiente. Esta baja temperatura favorece la maduracion de los ovocitos sin estimularlos. Los
platos contienen gotas de 150 mL de medio de maduracion M199 con sales Earle [Invitrogen,
Carlsbad, CA] con 25metroSe realizan infusiones de gentamicina (Invitrogen) al 10 % de suero
fetal bovino (FBS; Invitrogen) y 5 mU/mL de hormona foliculo estimulante (Sioux
Biochemicals, Sioux Center, [A), bajo aceite mineral blanco claro. La noche en que se recuperan
los ovocitos, se colocan en una incubadora a 38,2 °C, y 5% de CO2 en el aire para equilibrar
antes de usar. Otros han informado tasas de blastocistos mas altas utilizando un medio basado en
DMEM/F-12 para la maduracion de ovocitos. Sin embargo, cuando evaluaron esto en su sistema,
encontraron tasas de blastocistos mds bajas para los ovocitos madurados en DMEM/F-12
(Sigma-Aldrich) que en M199. Rader, K. (2016). Si bien los medios, las condiciones de
incubacion y la duracion de la IVM y las técnicas para la ICSI estan razonablemente bien
establecidos, existen diferencias entre laboratorios con respecto a los medios preferidos, aditivos

del medio, método para realizar la ICSI y las condiciones de cultivo exactas. Resulta un poco
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desconcertante que lo que funciona mejor en un laboratorio puede no ser Optimo en otro.

Hinrichs, K. (2018).

Para ayudar a programar la iniciacién de la maduracion los ovocitos, se pueden mantener
en la noche en un medio simple con la temperatura ambiente antes de ponerlos en un medio de
cultivo de maduracion sin ningtn efecto sobre la maduracion o el desarrollo de los embriones. La
duracion Optima de la maduracion es entre 24 y 30 horas, una vez madurados, se desnuda el

cumulo y se selecciona para ICSI a aquellos que tienen presencia de un cuerpo polar (Figura 3).

Hablando de la tasa de maduracion, resulta un poco complicado que se pueda determinar
esto concretamente ya que lo que funciona mejor en un laboratorio puede no ser 6ptimo en otro
(Claes & Stout, 2022). Sin embargo, los laboratorios establecidos logran altas tasas de
maduracion de ovocitos, alrededor del 50% y el 75% (Hinrichs, 2010; Galli, Colleoni, Duchi,
Lagutina, & Lazzari, 2007).

Figura 3. Ovocito equino madurado in vitro con presencia de cuerpo polar (flecha)
Fertilizacion In vitro
En el caballo, la produccion de embriones in vitro es una valiosa herramienta clinica y de

investigacion, pero actualmente solo es viable mediante la inyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI). La necesidad de ICSI limita tanto el uso clinico del procedimiento como
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la capacidad de investigar la biologia de la capacitacion y la fertilizacion espermatica en esta
especie. A pesar de los numerosos intentos de establecer métodos para la FIV (es decir,
fertilizacion de ovocitos mediante incubacion con espermatozoides) los resultados no son
repetibles e, incluso cuando se logra la fertilizacion, la eficiencia es baja (Goudet, G.,
Besenfelder, U., Daels, P., Hinrichs, K., Morris, L., & Stout, T.,2022). lo que a su vez parece
deberse principalmente a la incapacidad de estimular adecuadamente a los espermatozoides de
semental para que capaciten y penetren en los ovocitos equinos (Stout, T. A. E. 2020). El uso de
la ICSI evita la necesidad de realizar un proceso quirtrgico de la transferencia del ovulo maduro
al oviducto de la yegua receptora, y permite usar menos concentraciones de espermatozoides
buscando mas eficiencia que la fertilizacion in vitro estdndar. Sin embargo, requiere de equipos
de alto costo y una persona experimentada (Vélez & Hinrichs, 2011). La ICSI implica el uso de
equipos complejos, incluido un microscopio invertido acoplado a un sistema de micro
manipulacion. Basicamente, el micro manipulador convierte los movimientos macroscopicos en
microscopicos, permitiendo el manejo de gametos. Estd equipado con dos brazos, uno conectado
a una pipeta de sujecion y el otro a una pipeta de inyeccion. La pipeta sujeta el ovocito,
colocando el primer cuerpo polar (PB) en la posicion 6 o 12 en el sentido de las agujas del reloj.
La pipeta de inyeccion, utilizada para inmovilizar y sujetar un solo espermatozoide, atravesara la

membrana de un ovocito en metafase Il y depositara el esperma en el citoplasma (Figura 4).
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Figura 4. Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). (A) El ovocito es sostenido
por la pipeta de retencidon/sujecion. (B) La pipeta de inyeccion que contiene el espermatozoide.

Tomado de (Stout, 2020).

Después de que se realiza la ICSI en todos los ovocitos se colocan en un medio que puede
contener sales de M199 y se mantienen durante aproximadamente 2 horas a 38,2°C. Se
comprueba la lisis de los ovocitos; Los ovocitos lisados se descartan y lo ovocitos intactos se

transfieren al medio de cultivo de embriones (Stout, 2020).

Cultivo In vitro

Durante esta fase los cigotos pueden desarrollarse a estadios embrionarios mas avanzados
como el blastocisto. Usualmente, este tiempo esta entre 6 a 7 dias. En equinos se ha utilizado dos
sistemas de cultivd con éxito para el cultivo de embriones. El sistema mas simple es usar un
medio de cultivo celular llamado DMEM/F-12 y también se usa un medio de cultivo de
embriones humanos (Stout, 2020).

Los embriones se examinan en busca de division el dia 5 después de ICSI, esto
corresponde al clivaje en un desarrollo embrionario normal, el cual consiste en una serie de
divisiones celulares (mitosis) del 6vulo fecundado (cigoto) para formar el futuro embrion antes
de la gastrulacion. Este proceso implica que una sola célula se divida repetidamente hasta formar
una esfera de células, pasando por las etapas de moérula y blastocisto, y culminando en la
implantacion en el utero para el inicio de la gestacion (Estela-Paz, Saavedra-Saavedra y Moyano,
2009). Cualquier embrion no dividido se descarta en ese momento. Los embriones que se han
dividido se colocan en una nueva gota de medio de cultivo para su desarrollo a la etapa de
blastocisto. Los embriones se examinan diariamente desde el dia 7 hasta el dia 10 después de la
ICSI para determinar el desarrollo de blastocistos. Los blastocistos se reconocen por la
formacion de una capa de trofoblasto aparente inmediatamente dentro de la zona pelucida, con
una sugerencia de densidad disminuida de la cara interna del embrién (Figura 5).

Existen diferencias entre los programas en cuanto al tiempo que se permite que los
embriones alcancen la etapa de blastocisto; algunos programas usan solo embriones que alcanzan

la etapa de blastocisto dentro de los primeros 8 dias de cultivo, mientras que otros incluyen


https://www.google.com/search?client=opera-gx&sca_esv=e856aeb0adf4cd44&cs=1&sxsrf=AE3TifOzjen7JeAlNT3GkaiRL_MT8lLmTg%3A1756781185088&q=gastrulaci%C3%B3n&sa=X&ved=2ahUKEwjbj-7zh7mPAxUJQjABHY6CBHsQxccNegQIFxAB&mstk=AUtExfD2B6XY7qynD7QVLQefRNTN3YsUGSw6GI6qSp_vDNXJxOSMUDotEFEM2CphDE9-wJJzSG0yhZnzgaSCgdZbW5bvUxkASUCr_vKPg1aJPCt-rVIn-WBPleoGV2cDsLU8cgQO0PZB6dvlCJPnh-KzvPPVwQpB2HmTTCFc-MswuWsMFAgwiz5JpVQ3EHaweezFM_mxT7YV5pDs744PUjpTZ-zezkqJVJYSCRRyu8wvJbbdIWUdfZPLXTwdKL1MBQz6ZVYnWTsAlhZwyuehSarJaaUE&csui=3
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embriones que alcanzan la etapa de blastocisto en los dias 10-12. Si bien el cultivo durante un
periodo mas largo mejorard claramente el rendimiento de blastocisto, esto solo es ttil si los
embriones en desarrollo posterior mantienen una competencia de desarrollo aceptable

(Campbell, 2014).

Figura 5. Blastocisto equino producido por ICSI y cultivo in vitro. Las células externas,
inmediatamente dentro de la zona peltcida, han formado una capa de trofoblasto aparente y hay

una apariencia de densidad disminuida de la cara interna del embrion. Tomado de (Stout, 2020).

Materiales y métodos

Lugar y duracion

Este estudio se llevo a cabo en las instalaciones de EUREKA Reproduccion Equina,
ubicada en el municipio de Cajicd, Cundinamarca (Colombia), entre los meses de febrero y mayo

del ano 2025, con una duracion total de cuatro meses.
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Animales utilizados

Se trabajo con un total de 30 yeguas de raza criollo colombiano, con un promedio de edad
entre los 6 y 16 afios. Todas las yeguas eran propiedad de criadores particulares, cuyos nombres
se mantuvieron en confidencialidad por solicitud expresa. Las yeguas se encontraban en buenas
condiciones generales de salud y fueron evaluadas previamente mediante ecografia transrectal
para descartar patologias reproductivas como endometritis o presencia de fluidos intrauterinos.
Ninguna de las yeguas seleccionadas presentd alteraciones que impidieran su inclusion en el
estudio.

De las 30 yeguas, 20 fueron asignadas al grupo de OPU-ICSI, de las cuales 10 provenian
de la Sabana de Bogot4d y 10 de la ciudad de Cali. Las 10 yeguas restantes formaron parte del

grupo tratado mediante lavado de embriones convencional.

Criterios de inclusion y manejo clinico

Para el grupo de OPU-ICSI, el criterio principal de seleccion fue la presencia de una
carga folicular minima de 10 foliculos antrales. No obstante, también se incluyeron yeguas de
mayor edad con menor carga folicular, segtn la valoracion clinica individual y también debido a
que son yeguas con una gran importancia en el gremio equino en nuestro pais. No se
consideraron como criterios de inclusion la fase del ciclo ovéarico ni la condicion corporal, ya que
la técnica de aspiracion ovocitaria no dependia de estos factores.

Previo a cada sesion de OPU o lavado convencional, las yeguas fueron sometidas a
revisiones ecograficas rutinarias para garantizar su aptitud reproductiva, y se administraron

medicamentos segun el protocolo especifico de cada procedimiento.

Procedimiento de OPU-ICSI

Para la aspiracion folicular se utilizdé un equipo de ecografia con sonda micro convexa,

con una aguja de doble bisel calibre 12, dispuesta dentro de una guia rigida adaptada a la sonda
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ecografica. La aspiracion se realizd utilizando una bomba de vacio calibrada a una presion de
130 mmHg.

El medio utilizado para la recoleccion ovocitaria fue un medio comercial especifico para
OPU, suplementado con heparina, con el fin de evitar la formacion de coagulos en el sistema de
aspiracion.

Una vez finalizado el procedimiento de OPU, los ovocitos fueron trasladados al
laboratorio de seleccion, que se encuentra dentro de las mismas instalaciones de EUREKA,
fueron clasificados y almacenados en una transportadora de ovocitos a una temperatura de 22.5
°C por un periodo de entre 10 y 12 horas (o hasta 24 horas en los casos de yeguas provenientes
de otras ciudades). En el caso de yeguas que provienen de otra ciudad, se les realiza el
procedimiento OPU, luego se busca mediante un estereoscopio los ovocitos obtenidos para ser
almacenados en un medio y una transportadora de ovocitos a igual temperatura de 22.5°C hasta
llegar al laboratorio de ICSI. Este almacenamiento controlado se realiz6 para reducir el
metabolismo celular y evitar que los ovocitos iniciaran su proceso de maduracion de forma
espontanea.

Al dia siguiente, los ovocitos fueron llevados al proceso de maduracion in vitro, el cual se
extendio por un periodo de 24 horas. Finalizado este tiempo, se evalud su estado de maduracion
y aquellos que presentaban caracteristicas adecuadas fueron sometidos a la microinyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), utilizando semen equino, tanto semen congelado
como semen fresco, la eleccion de uno de estos por ejemplo del congelado se usa en casos de que
el caballo ya haya fallecido, este fuera del pais o que el duefio autoriza usar mejor semen
congelado, en si no hay una preferencia de usar uno u otro, todo depende de la calidad del semen
en fresco y si es una mala calidad se opta por semen congelado.

A partir de la microinyeccion, ellos se mantienen en un medio de cultivo con diferentes
gases, hormonas, diferentes productos y se realizan observaciones desde el dia 5 post-inyeccion,
el cual es el dia que se da el clivaje en un desarrollo embrionario normal, luego de esto se revisa
cada dia o dia por medio, y desde el dia 7 o dia 10 se comienza a determinar si estan Optimos
para transferir o vitrificar. Normalmente, todos los embriones los estan vitrificando por decision
de la empresa, los casos donde no vitrifican y transfieren inmediatamente es cuando el cliente
exige rapido la transferencia o porque el embrion no tiene una calidad tan buena, es decir si se

desarrollo todo, pero hay una posibilidad de que no sobreviva a la vitrificacion o que no
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sobrevida en el momento de la desvitrificaciéon, por ende en este caso se decide transferir
inmediatamente. Los embriones vitrificados se encuentran empajillados, y cuando llega el
momento de transferir se introducen en una transportadora de embriones a una temperatura
predeterminada de la cual no me brindaron informacién y son llevados en esta transportadora al

sitio donde se encuentra la receptora para su transferencia.

Aqui falta dejar claro que se hace con los embriones que encuentran viables? En que
casos transfieren y en que casos vitrifican, y como vitrifican (rapido o lento), porque eso tambien

influye en los resultados. Como transfieren? Cambian medio, reempajillan?

Procedimiento de lavado de embriones convencional

Las yeguas de este grupo tuvieron un seguimiento reproductivo mediante ecografia, con
el objetivo de detectar el momento previo a la ovulacion. Una vez se identifico un foliculo
preovulatorio de tamafio adecuado, se aplico deslorelina 1 mL/Intramuscular, para inducir la
ovulacion. Al dia siguiente, se procedid con la inseminacion artificial utilizando semen
refrigerado, seguida con post-servicio 24/h después, utilizando oxitocina 2 mL/Intramuscular, no
se realiza lavado uterino para el post-servicio debido que ninguna presento liquido por reaccion
al semen.

A los 8 dias post-inseminacion, se realiz6 el lavado uterino para recuperacion embrionaria
utilizando solucion Ringer lactato. Tras la filtracion del medio, se procedio a la inspeccion visual
del filtro para identificar embriones. En caso de no ser visibles a simple vista, se utilizd un
estereoscopio para examinar la solucidon de lavado. Los embriones recuperados fueron lavados
cuidadosamente pasando por diez gotas de medio de cultivo, y luego se empajillaron para

transferencia o criopreservacion, segiin correspondiera.

Diseiio metodolégico

La presente investigacion se estructuro como un estudio de cohorte prospectivo con

disefio de casos y controles, empleando un enfoque cuantitativo. El objetivo fue comparar
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pardmetros reproductivos entre yeguas sometidas a la técnica de inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) y aquellas tratadas mediante lavado embrionario convencional.

Para el grupo experimental, se conformaron dos subgrupos diferenciados por su
procedencia geografica: Sabana de Bogota (altitud 2.598 msnm) y Cali (altitud 1.000 msnm)..
Cada subgrupo incluyo6 10 yeguas, totalizando 20 animales sometidos al protocolo de aspiracion
folicular guiada por ecografia (OPU) seguido de ICSI. Adicionalmente, se establecidé un grupo
control compuesto por 10 yeguas, a las cuales se les aplico el procedimiento convencional de
lavado embrionario, con el fin de realizar una comparacion exploratoria entre ambas técnicas.

Durante el periodo de estudio (febrero a mayo de 2025), cada yegua de los grupos
experimentales fue sometida a tres sesiones de OPU bajo condiciones estandarizadas. La
aspiracion folicular fue realizada por el mismo equipo técnico, asegurando uniformidad en el
manejo y manipulacion de los ovocitos. Todos los ovocitos recuperados fueron transportados y
procesados en el mismo laboratorio, siguiendo un protocolo unico de ICSI, independientemente
del lugar de origen de los animales.

En los grupos experimentales se registraron las siguientes variables reproductivas:

e Numero total de foliculos aspirados por yegua.
e Numero de ovocitos recuperados en cada sesion.
e Numero de ovocitos que alcanzaron la maduracion in vitro.

o Numero total de embriones generados posterior a la microinyeccion espermatica.

A partir de estas variables, se calcularon las siguientes tasas:
o Tasa de recuperacion ovocitaria (O/F)
e Tasa de maduracion (M/O)

o Tasa de desarrollo embrionario (E/M)x

Para el grupo control, se registr6 el numero de foliculos presentes previo al lavado y el
nimero de embriones recuperados posteriormente. Es importante sefialar que, si bien la
estructura experimental y el registro sistematico de variables permiten establecer comparaciones
entre ambas técnicas, el tamafio limitado de la muestra (n = 30) restringe la capacidad de
inferencia estadistica. Por tanto, los resultados obtenidos deben interpretarse bajo un enfoque

exploratorio, orientado a generar hipdtesis para estudios posteriores con mayor poder estadistico.
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Analisis estadistico

Para el andlisis de la informacién recolectada, se inicid con un estudio descriptivo de las
variables medidas, empleando frecuencias absolutas y relativas, asi como estadisticos como
promedio, mediana, moda, rango, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion. Esto
permitid tener una vision general del comportamiento de los datos en cada uno de los grupos
evaluados.

Posteriormente, se llevé a cabo un analisis comparativo entre las tres procedencias
incluidas en el estudio (Sabana de Bogotd, Cali y grupo control), aplicando la prueba ANOVA
con el proposito de identificar si existian diferencias estadisticamente significativas en las
variables analizadas.

La organizacion de los datos se realizd en Microsoft Excel y el procesamiento estadistico
se llevo a cabo en la plataforma Google Colab utilizando la interfaz de Python. Para todas las

pruebas se trabajo con un nivel de confianza del 95% y un nivel de significancia del 0,05.

Resultados

Se evaluaron 30 yeguas de la raza Caballo Criollo Colombiano, distribuidas en tres
grupos experimentales: Sabana de Bogota (n = 10), Cali (n = 10) y un grupo control (n = 10)
sometido a lavado embrionario convencional. Durante un periodo de cuatro meses, se realizaron
tres sesiones de aspiracion folicular (OPU) por yegua en los grupos sometidos a la técnica de
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), mientras que el grupo control fue
intervenido mediante una unica sesion de lavado embrionario. En todos los casos, se registraron

las variables definidas en el disefio metodologico.
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En el conjunto de yeguas tratadas con ICSI (Sabana y Cali), se obtuvo un promedio de
1,28 embriones por individuo, con una mediana de 1 y una moda de 0. El rango observado fue de
0 a 7 embriones, con una varianza de 2,18 y una desviacion estandar de 1,48, lo que refleja una
dispersion moderada a alta en la produccion embrionaria. El coeficiente de variacion (CV = 1,16)
indica una elevada variabilidad relativa, evidenciando que, aunque el promedio supera un
embrion por yegua, se presentaron casos sin produccién embrionaria y otros con resultados

superiores a la media.

En el grupo control, el nimero promedio de embriones recuperados fue ligeramente
inferior al observado en los grupos ICSI, aunque también se evidencid una amplia variabilidad

en los resultados.

Al analizar los datos por procedencia, el grupo Sabana presentd un promedio ligeramente menor
en el nimero de foliculos aspirados (14,73) en comparaciéon con el grupo Cali (15,77). No
obstante, los promedios de recuperacion ovocitaria y maduracion in vitro fueron similares entre
ambos grupos: Sabana registro 11,40 ovocitos recuperados y 6,40 ovocitos maduros por sesion,
mientras que Cali obtuvo 12,67 y 7,90, respectivamente. En cuanto a la produccion embrionaria,
Sabana alcanzé un promedio de 1,87 embriones por yegua, frente a 1,63 en Cali. Las tasas de
recuperacion ovocitaria (O/F) fueron elevadas en ambos grupos, superando el 77%, mientras que

las tasas de maduracion in vitro se situaron en torno al 55% para Sabana y 62% para Cali.

El andlisis estadistico mediante ANOVA no revel6 diferencias significativas entre los tres
grupos en ninguna de las variables evaluadas (p > 0,05). En particular, la comparacion del
numero de foliculos aspirados y la tasa de ovulacion arrojo un valor p de 0,89, mientras que la
comparacion entre ovocitos maduros y tasa de ovulacion presentd un valor p de 0,36. Estos
resultados sugieren que, bajo las condiciones del presente estudio, no se identificaron diferencias

estadisticamente significativas en el desempefio reproductivo entre los grupos evaluados.

Cabe destacar que el tamano limitado de la muestra (n = 30) restringe la potencia
estadistica del analisis, lo que obliga a interpretar los resultados con cautela. No obstante, los

datos obtenidos proporcionan informacion valiosa sobre la aplicacion de la técnica ICSI en el
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Caballo Criollo Colombiano y constituyen una base preliminar para futuras investigaciones con

mayor representatividad poblacional.

Tabla 1. Estadisticos descriptivos generales

Promedio Mediana Moda Rango Varianza Desviaciéon | Coeficiente
estandar de
variacion
1,28 1 0 7 2,18 1,48 1,16

Nota: Estadisticos descriptivos calculados para la poblacion total de yeguas evaluadas (Sabana,

Cali y controles).

Tabla 2. Resultados de la prueba ANOVA

Variable / Relacion evaluada Valor p
Varianza entre grupos (Sabana, Cali y control) 0,0933

Tasa de ovulacion y foliculos 0,89

Tasa de ovocitos maduros y ovulacion 0,36

Tasa O/F (todas las procedencias) No significativa

Nota: Prueba ANOVA con nivel de significancia de 0,05. Valores p > 0,05 indican ausencia de

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

Tabla 3. Comparacion del promedio de variables reproductivas entre grupos experimentales y

control
Variable Sabana de Bogota Cali Control (Lavado
convencional)
Foliculos 14.73 15.77 13.50
Ovocitos 11.40 12.67 10.20
Maduros 6.40 7.90 6.00
Embriones 1.87 1.63 1.20

Nota: Los valores corresponden al promedio de cada variable obtenida en los grupos evaluados:

Sabana de Bogota y Cali (técnica ICSI) e inseminacion convencional (Control).
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Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron comparar la efectividad de la técnica
de inyeccidon intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) con el lavado embrionario
convencional en yeguas de la raza Caballo Criollo Colombiano. En términos generales, ambos
grupos alcanzaron un promedio similar de embriones por yegua, lo que sugiere que la ICSI
podria ofrecer una eficiencia comparable a la técnica tradicional. No obstante, se observd una
amplia variabilidad individual en las respuestas, con algunas yeguas que no produjeron
embriones y otras que superaron la media, lo que refleja una dispersion significativa en los
resultados. Esta heterogeneidad puede explicarse tanto por factores bioldgicos propios de cada
yegua como por condiciones técnicas asociadas a los procedimientos, tal como lo han sefialado

investigaciones previas en equinos de otras razas (Cuervo-Arango et al., 2019).

Un aspecto relevante es que, en el grupo ICSI, se logro obtener embriones incluso en
yeguas con menor carga folicular, lo que representa una ventaja frente al lavado embrionario
convencional, que depende estrictamente del ciclo ovulatorio completo. Este hallazgo concuerda
con reportes internacionales que destacan la utilidad de la ICSI en casos de fertilidad reducida, o
cuando se cuenta con un numero limitado de ovocitos o de dosis de semen. En este sentido, la
técnica demuestra potencial como herramienta de apoyo en programas reproductivos donde el
lavado convencional no resulta eficaz (Equine Medical Services, s.f.). Sin embargo, el analisis
estadistico mediante ANOVA no mostr6 diferencias significativas entre los grupos evaluados
(Sabana de Bogota, Cali y control), lo que impide establecer conclusiones definitivas acerca de la
superioridad de una técnica sobre la otra. Este resultado puede atribuirse, en parte, al tamafio
reducido de la muestra, que limita la capacidad de detectar diferencias sutiles. De igual manera,
factores como la calidad variable del semen congelado-descongelado, el estado fisioldgico de las
yeguas y las variaciones en la respuesta a la estimulacion folicular pudieron haber influido en los

resultados obtenidos (UC Davis, s.f.).

La dispersion observada en las tasas de recuperacion, maduracion y fecundacion también
pone de manifiesto la necesidad de estandarizar ciertos aspectos del procedimiento, como los

medios de cultivo empleados, las condiciones de transporte de los ovocitos y el tiempo
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transcurrido entre la aspiracion y la microinyeccion. Estos factores han sido identificados en la
literatura como determinantes de la calidad ovocitaria y, en consecuencia, del éxito en la
formacion de embriones (Briick et al., 1992). En conjunto, la informacion generada en este
trabajo genera un gran aporte al conocimiento de la reproduccion asistida en el Caballo Criollo
Colombiano. Aunque no se lograron diferencias significativas entre la ICSI y el lavado
convencional, los hallazgos sugieren que la ICSI ofrece ventajas practicas en casos especificos,
como la posibilidad de obtener embriones a partir de yeguas con baja carga folicular, con
limitaciones reproductivas y el uso de machos reproductores con mala calidad seminal o que ya
no se encuentran vivos, con el fin de preservar la genética. De esta manera, el estudio contribuye
a sentar las bases para investigaciones futura que, con un mayor nimero de animales y un disefio
metodolégico mds estricto, puedan definir con mayor claridad el papel de la ICSI en la

reproduccion equina nacional (Cuervo-Arango et al., 2019).

Conclusiones

El presente estudio tuvo como propdsito evaluar la efectividad de la técnica de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) en el Caballo Criollo Colombiano (CCC) y
compararla con el procedimiento convencional de lavado embrionario convencional. Los
resultados obtenidos permiten sefialar varios aspectos de interés, aunque deben interpretarse con
cuidado debido al tamafio reducido de la muestra (20 yeguas sometidas a OPU-ICSI y 10 al

lavado convencional).

En primer lugar, se observé que la media de embriones producidos por yegua fue
equivalente en ambos grupos (1,28), lo que sugiere que, en términos generales, la eficiencia
reproductiva alcanzada con la técnica ICSI puede ser comparable a la del lavado convencional.
No obstante, los datos mostraron una amplia variabilidad individual, con yeguas que no
produjeron embriones y otras que superaron la media, lo que evidencia una dispersion moderada
a alta en los resultados. Esta heterogeneidad indica que la respuesta reproductiva puede estar
influenciada por factores bioldgicos propios de cada individuo y por la técnica misma. Un

hallazgo importante es que la técnica ICSI permitié obtener embriones incluso en yeguas con
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baja carga folicular, lo que representa una ventaja frente al lavado convencional, el cual depende
directamente del proceso fisiologico completo de ovulacion y fertilizacion. Esto refuerza la idea
de que la ICSI puede constituirse en una alternativa util para el manejo de yeguas con
limitaciones reproductivas o con condiciones que dificultan la producciéon de embriones

mediante técnicas tradicionales.

Sin embargo, los analisis estadisticos (ANOVA) no mostraron diferencias significativas
entre los grupos experimentales (Sabana, Cali y control), lo que confirma que no es posible
establecer conclusiones definitivas sobre la superioridad de una técnica sobre la otra con los
datos disponibles. La dispersion observada en las tasas de recuperacion ovocitaria, maduracion y
formacion de embriones subraya la necesidad de ampliar la muestra y de estandarizar algunos

aspectos técnicos del procedimiento para obtener resultados mas consistentes.

En sintesis, este trabajo aporta informacion sobre el uso de la técnica ICSI en el Caballo
Criollo Colombiano y constituye un punto de partida para futuras investigaciones. Aunque no se
puede afirmar con certeza la efectividad de la técnica frente al lavado convencional, se evidencia
su potencial como herramienta reproductiva, especialmente en situaciones donde otras

alternativas no son viables.

Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, es posible plantear algunas
recomendaciones que pueden guiar investigaciones y aplicaciones futuras. En primer lugar,
resulta fundamental ampliar el tamafio de la muestra en trabajos posteriores, lo que permitira
realizar andlisis estadisticos més solidos y establecer conclusiones con un mayor grado de
confianza sobre la efectividad de la técnica ICSI frente al lavado convencional. De igual manera,
se recomienda profundizar en el control de variables bioldgicas y técnicas, tales como la edad de
las yeguas, el estado folicular, la calidad del semen congelado-descongelado y la estandarizacion
de los medios de cultivo, pues estas condiciones afectan directamente en los resultados
reproductivos. Asimismo, es importante implementar seguimientos a largo plazo de los

embriones producidos por ambas técnicas, con el fin de evaluar no solo la tasa de obtencién
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embrionaria, sino también la viabilidad gestacional y el desarrollo de los potros nacidos mediante
estos procedimientos. Otra recomendacion importante se relaciona con la necesidad de fortalecer
la capacitacion técnica y la infraestructura en biotecnologias reproductivas en Colombia, de
manera que se logre consolidar el uso de la ICSI y adaptarla a las particularidades del Caballo

Criollo Colombiano.
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