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Resumen

La refrigeracion y congelacion del semen equino son un medio muy impor-
tante para la difusién de material genético permitiendo por ejemplo la uti-
lizaciéon de semen procedente de sementales lejanos, lesionados o incluso
muertos y aunque presentan una serie de inconvenientes, las ventajas de
poder mantener el semen a corto-medio y largo plazo y de transportarlo y
emplearlo posteriormente a su recogida, hacen de la inseminacion artificial
una técnica ampliamente utilizada a escala mundial en la especie equina.

Palabras Clave: equino, semen, refrigeracién, congelacién, inseminacion
artificial.
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INTRODUCCION

n la especie equina se
puede realizar inseminacion
artificial con semen fresco,
con semen refrigerado y
con semen congelado.

La refrigeraciéon y conser-

vacion a corto plazo del
semen es un medio muy importante para
la difusiéon de material genético, ya que
asegura un lapso de tiempo suficiente
para el traslado del semen hasta el lugar
en que se encuentra la yegua, con un bajo
coste y permitiendo el mayor y mejor
empleo de los machos de alto valor gené-
tico.

Rusia y China fueron los paises pro-
motores de la inseminacidn artificial en
los équidos y de su aplicacién a gran
escala, a finales del siglo XIX. Afios mds
tarde, Nishikawa en 1912 en Japdn,
McKenzie en 1939 y Berliner en 1942 en
Estados Unidos', comenzaron a estudiar

técnicas para la recogida, el procesado y
la inseminaciéon de semen procedente de
caballos y de asnos.

La congelacién de semen permite el
almacenamiento de material genético de
forma indefinida " lo que a su vez nos
otorga una serie de ventajas como serfan:
su posterior empleo dentro de los planes
de recuperacién de una raza®, la utiliza-
cion de semen procedente de sementales
enfermos, lesionados o incluso muertos,
la continuacién de la época reproductiva
independientemente de la localizacion
geografica del macho, la realizacién de
mejora genética mediante la utilizacion de
machos de alto valor genético, el aumento
del nimero de hembras cubiertas por un
macho en particular y la disminucién del
riesgo de contagio de enfermedades de
transmision sexual.

Por contra hemos de citar también una
serie de inconvenientes de la insemina-
cion artificial con semen congelado como
son: un menor porcentaje de fertilidad que

TIPO DE 1.A.

PROCESADO

Semen fresco:

Tras recoger el semen se usa inmediatamente (ya sea dilui-
do o sin diluir). El semen fresco y diluido, conservado a
22°C y protegido de la luz, se puede usar durante un mar-
gen no mayor a tres horas.

Semen refrigerado:

Tras la recogida del semen se agrega un diluyente determi-
nado y se refrigera lentamente hasta 15 6 4°C, conservando
su capacidad fecundante durante un margen de hasta 36
horas y permitiendo ser transportado en envases especiales
en ese intervalo de tiempo.

Semen congelado:

Tras la recogida del semen se procesa especificamente para
su congelacion y se introduce en nitrogeno liquido, conser-
vando indefinidamente su capacidad fecundante.
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el semen fresco o refrigerado, requiere un
conocimiento mds amplio y gran expe-
riencia sobre manejo del semen, criobio-
logia e inseminacién artificial, al tener
menor longevidad en la hembra que el
semen refrigerado requiere un mayor con-
trol de ésta y una gran sincronia entre la
inseminacion y la ovulacién, elevado
coste econdmico, no todos los machos son
susceptibles a la crioconservaciéon del
semen y finalmente que la seleccion de
las hembras ha de ser mds estricta a la
hora de inseminar con semen congelado.

A pesar de estos inconvenientes las
ventajas de poder mantener el semen a
corto-medio y largo plazo y de transpor-
tarlo y emplearlo posteriormente a su
recogida hacen de la inseminacién artifi-
cial una técnica ampliamente utilizada a
escala mundial en la especie equina.”

RECOGIDA Y MANEJO
DEL SEMEN

El manejo del semen para su posterior
uso en inseminacion artificial debe ser
muy escrupuloso evitando que sufra dete-

rioro alguno, hay que tener en cuenta que
no sélo queremos que el semen presente
unas caracteristicas adecuadas en el
momento de la recogida, sino que quere-
mos que mantenga su potencial fecundan-
te, un manejo deficiente del semen va a
provocar un descenso en su longevidad y
por tanto un descenso importante de la
fertilidad.

El primer punto critico es el semen
recién recogido, que es extremadamente
vulnerable porque el plasma seminal
tiene una baja capacidad de proteccion y
ademds los espermatozoides presentan un
metabolismo elevado en esos momentos;
por lo tanto el semen necesita que se pro-
cese rdpidamente para evitar que los
espermatozoides se deterioren.

El segundo punto critico son los cam-
bios de temperatura, a los que los esper-
matozoides son muy sensibles, asi todo el
material que vaya a entrar en contacto
con el semen debe de estar entre 36-38°C;
el shock térmico produce cambios irre-
versibles e inmediatos que se observaran
en la evaluacién inicial del semen y que
también afectardn a la fertilidad.

TABLA 1

VENTAJAS DE LA I.A.

bras cubiertas.

tico superior.

* prolongacion de la supervivencia de los espermatozoides
* proteccion de los espermatozoides de condiciones adversas
* aumento del volumen del eyaculado con el fin de aumentar el nimero de hem-

e reduccion de la posibilidad de transmision de enfermedades a través de la expo-
sicién de las hembras a un nuevo ambiente

* incremento de la mejora genética y disminucién de la consanguinidad, ya que
permite utilizar un semental distinto al de la zona mds préxima o de valor gené-

* eliminacidn de los costes y riesgos del transporte de las hembras
* se reducen los accidentes que la hembra pueda producir al macho en la monta.
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TABLA 1l

INCONVENIENTES DE LA 1.A.

les.

refrigeracion y congelacion.

car un descenso en la fertilidad.

¢ necesidad de conocer la metodologia y tener la experiencia suficiente para poder
llevar a cabo esta técnica; todo el personal que vaya a manipular el semen ha de
tener conocimiento de como hacerlo de forma apropiada.

e requiere de una tecnologia y un equipamiento minimo que permita una correcta
recoleccion, evaluacion, dilucién y preparacién del semen y de las dosis semina-

* no todos los sementales poseen un semen capaz de soportar los sistemas de
e es necesario llevar un perfecto control del ciclo estral de 1a hembra pues en
muchas ocasiones, un manejo reproductivo deficiente (mala deteccion de celos,

desconocimiento del momento y frecuencia de las inseminaciones) puede provo-

* los costes se ven incrementados pues es necesario llevar a cabo la preparacién y
el almacenamiento del semen y el control del ciclo estral de la hembra.

SEMEN FRESCO

La dilucién del semen para su uso en
fresco aporta una serie de ventajas®; como
la prolongacidn de la supervivencia de los
espermatozoides, la proteccién de los
espermatozoides de las condiciones
ambientales adversas, el tratamiento anti-
bidtico del semen cuando éste contiene
microorganismos patégenos, la mejora de
la viabilidad de los espermatozoides de
algunos sementales de baja fertilidad, la
estimacién adecuada de la motilidad y el
aumento del volumen del eyaculado con
el fin de repartirlo entre varias hembras.

Una vez recogido el semen procedere-
mos a realizar el andlisis seminal e inme-
diatamente se diluird con un diluyente que
conserve el pH y la presién osmética y
que esté atemperado a 37°C, una vez
diluido el semen se deberd conservar a
temperatura ambiente (22°C) y al refugio
de la luz hasta el momento de la insemi-
nacion (alrededor de tres horas).
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SEMEN REFRIGERADO

La refrigeracion del semen disminuye
el metabolismo basal de los espermatozoi-
des alargando la vida de éstos, pero por
otra parte esta disminucién de la tempera-
tura provoca una serie de dafios en la
célula que se conocen como choque por
frio, “shock por frio” o “cold shock™. El
choque por frio no es un fendmeno espe-
cifico de los espermatozoides sino de
todas las células expuestas al frio. La
refrigeracién induce efectos mds marca-
dos en la fertilidad que en la motilidad
seminal ya que no hay que olvidar que
hay otros elementos de la membrana que
pueden alterarse con la bajada de tempe-
ratura como las proteinas implicadas en el
transporte de iones'. También se produ-
cen otros efectos en la célula como la pér-
dida de lipidos'" y potasio y la disminu-
cion de la capacidad enzimdtica y de
transporte de las proteinas'.
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La refrigeracién del semen equino
requiere un procesado que incluye:

Dilucion y preparacion
de las dosis inseminantes:

Para la refrigeracién de semen de los
équidos se han utilizado muchos tipos de
diluyentes, como crema de gelatina”,
leche descremada-glucosa', CCH-27",
yema de huevo-tris-fructosa-glicerol”,
INRA 82 y 96" o VITAL+20" entre
otros. Los diluyentes deben mantener la
presién osmotica y el pH estables, aportar
nutrientes y una composicién mineral
adecuada, asi como sustancias que prote-
jan de la bajada de temperatura®. La leche
y la yema de huevo contienen lipoprotei-
nas de baja densidad (fosfolipidos) que
poseen la propiedad de estabilizar las
membranas celulares.™"

La longevidad de los espermatozoides
en refrigeracion estd relacionada con la
concentracion y el grado de dilucidn; asi el
semen muy concentrado debe ser diluido en
mayor medida que un semen poco concen-
trado™*. Una dilucién adecuada del semen
deberfa tener una proporcién de volumen
de una parte de semen por tres de diluyente
(como minimo).

En caballos se ha establecido que
500.10° de espermatozoides con motilidad
progresiva y morfolégicamente normales,
cuando utilizamos semen fresco/refrigerado
aseguran porcentajes de prefiez Gptimos™.
El volumen de inseminacion suele ser de 10
a 30 ml” aunque la fertilidad estd mucho
mas relacionada con el nimero de esperma-
tozoides métiles y con morfologia normal
que del volumen de inseminacién y depen-
de en un elevado grado de la concentracion,
de las dosis seminales, la cual ha de mante-
nerse entre 25 y 50 millones de espermato-
zoides motiles por mililitro.””

Centrifugacion del semen:

El plasma seminal en los équidos estd
constituido por las secreciones proceden-
tes de testiculo, epididimo, préstata y
vesiculas seminales. La centrifugacion del
semen tiene como finalidad la retirada del
plasma seminal y la concentracién del
eyaculado, para asi permitir hacer dilucio-
nes mds altas y pudiendo minimizar el
dafio celular y mejorar la fertilidad del
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semen refrigerado.”

Algunos autores sugieren que la varia-
bilidad individual en la composicién del
plasma seminal afecta a la motilidad del
semen refrigerado®* y recomiendan una
mayor dilucién del semen para minimizar
estos efectos™* o la centrifugacion del
semen antes de su refrigeracién para
incrementar la motilidad del semen refri-
gerado de aquellos sementales “malos
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refrigeradores™.

Ritmos y curvas de refrigeracion
y mantenimiento del semen:

La velocidad de refrigeracién es una
variable muy importante en la aparicién
del shock por frio™”; con el estudio de dis-
tintas velocidades de refrigeracion del
semen de caballo mediante sistemas pro-
gramables o sistemas pasivos se ha podi-
do comprobar que se obtienen mejores
resultados cuando los ritmos de refrigera-
cién son bajos””*** obteniendo mejores
resultados a velocidades menores de

~0,3°C/min.""

La velocidad de enfriamiento de los
espermatozoides equinos ha de ser aquella
que minimice las alteraciones de la mem-
brana; los ritmos de refrigeracion lentos
permiten que tanto los lipidos como las
proteinas de membrana se reorganicen a
lo largo de ella lo que previene un dafio a
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gran escala”. Con un sistema de refrigera-
cién pasiva como el Equitainer®, se
obtiene una velocidad de refrigeracion
entre -0.06° C/min y -0.01°C/min.”

Se considera generalmente la tempera-
tura de 4 a 6°C como la més adecuada para
la conservacion de la motilidad™* y de la
fertilidad del semen de caballo”. En los tlti-
mos afios investigadores franceses estian
estudiando la conservacién del semen a 15°
C, bajo la hipdtesis de que a esta tempera-
tura se reducirian los dafios en la membrana
plasmatica de los espermatozoides produci-
dos por el choque frio.”"*

El tiempo de conservacion afecta a la
motilidad y a la fertilidad del semen refri-
gerado “*7; el semen de caballo conserva-
do a 4°C mantiene unos buenos indices de
motilidad y fertilidad durante las primeras
12-36 horas, y otros autores obtuvieron
buenos indices de fertilidad tras inseminar
con semen mantenido a 15°C durante 24 6
72 horas en un medio definido (INRA-

96).""

SEMEN CONGELADO

El desarrollo de un buen protocolo de
congelacién-descongelacion de los esper-

Recogida de semen.
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Sistemas de refrigeracion y transporte de semen.

matozoides persigue mantener las funcio-
nes espermadticas tras la descongelacion:
la motilidad, el metabolismo para la pro-
duccién energética y la integridad de las
membranas acrosomal y plasmatica nece-
sarias para la penetracion y fusién con el
6vulo en la fecundacion. La pérdida de
una sola de estas caracteristicas podria
reducir o suprimir totalmente la fertilidad
del espermatozoide’.

Las principales alteraciones que pue-
den producirse en los espermatozoides
durante la congelacién y descongelacion
de la célula y que pueden dafiar sus fun-
ciones proceden de cambios en la mem-
brana derivados del propio enfriamiento,
de la formacién de cristales de hielo intra
y extracelulares, de la deshidratacion
celular, del aumento de la concentracién
de solutos y de las alteraciones morfol6gi-
cas de la membrana plasmdtica que ocu-
rren durante los procesos de deshidrata-
cién y rehidratacién’. Todas estas altera-
ciones dafian en mayor o menor medida a
los espermatozoides, de hecho las células
descongeladas son mds ldbiles que las
células no procesadas y la longevidad de
la motilidad es inferior en las células des-
congeladas.”*”
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Crioprotectores:

Los crioprotectores se afiaden al
medio para disminuir los efectos genera-
dos por el paso del agua de fase liquida a
fase solida y viceversa durante los proce-
sos de congelacion/descongelacion, sin
embargo la eficacia de los crioprotectores
estd limitada por los efectos toxicos de
estos agentes® por ello la cantidad de
crioprotector que se debe emplear es la
minima necesaria para optimizar las posi-
bilidades de supervivencia de las célu-
las*'. Las investigaciones mds recientes
en congelacion de semen equino se basan
en buscar crioprotectores alternativos
menos téxicos.

Tradicionalmente los agentes criopro-
tectores han sido clasificados como inter-
nos o externos segun su capacidad de
penetrar en las células™.

Los crioprotectores externos

(Lactosa, manosa, trehalosa, metilce-
lulosa, lipoproteinas de la yema del
huevo) ejercen su accidn crioprotectora en
el medio externo, favoreciendo la deshi-
dratacién de los espermatozoides y en
consecuencia disminuyendo la probabili-
dad de que se formen grandes cristales de
hielo en el interior de la célula, aumentan
el porcentaje de agua sin congelar a bajas
temperaturas y disminuyen la concentra-
cion de sales en los canales de agua’;
algunos (sucrosa, trehalosa) son capaces
ademds de estabilizar también las mem-
branas durante los procesos de congela-
cién”. La yema de huevo y los fosfolipi-
dos de bajo peso molecular contenidos en
la leche parece que ejercen su accidn crio-
protectora minimizando la pérdida de lipi-
dos™”* que ocurre durante los procesos de
refrigeracién y congelacién.”

Los crioprotectores internos

Como el dimetilsulféxido (DMSO) y
las amidas (acetamida, formamida y sus
derivados) son capaces de atravesar la
membrana actuando a nivel del citoplas-
ma, reemplazando el agua intracelular y
disminuyendo el estrés osmético produci-
do por la deshidrataciéon, manteniendo el
volumen y disminuyendo el punto de con-
gelacion; el DMSO permite que las mem-
branas se fundan (alrededor de 0°C) pre-
viniendo la difusién de los cationes y
componentes citopldsmicos a través de
los poros de las membranas formados por
los cristales del hielo.”

El crioprotector mds ampliamente uti-
lizado en la congelacién del semen equi-
no es el glicerol’, este actda a nivel intra y
extracelular; en el medio interno mantie-
ne la integridad de las proteinas previ-
niendo la desnaturalizacién de las mem-
branas” pero también disminuyendo la
fluidez” y en el medio externo aumenta la
osmolaridad favoreciendo asf la deshidra-
tacion celular, aumenta el porcentaje de
agua sin congelar a bajas temperaturas,
disminuye la concentracion de sales en el
medio externo y aumenta el tamafio de
los canales de agua descongelada’.

Estd demostrado que el glicerol es
toxico para las células espermadticas de
caballo si se emplea a altas concentracio-
nes” e incluso posee efectos negativos
sobre la fertilidad en las yeguas™; gran
parte de sus efectos toxicos se deben al
dafio osmético, al ser un compuesto de
muy baja permeabilidad induce grandes
movimientos de agua entre el medio intra
y extracelular a su paso a través de la
membrana lo que se traduce en cambios
en la forma celular.’

Una forma de minimizar estos efectos
toxicos es mediante la utilizacion de con-
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centraciones de glicerol lo mds pequenas
posibles. El equipo de Vidament estudian-
do varias proporciones de glicerol (entre
1.5 - 4.5%), encontraron un aumento Vvisi-
ble, aunque no significativo, en la motili-
dad del semen descongelado de caballo
cuando utilizaban concentraciones entre
2.4y 2.8% de glicerol.”

En los dltimos afios se han empleado
en la especie equina crioprotectores de
bajo peso molecular y de mayor permea-
bilidad de membrana que el glicerol (crio-
protectores alternativos). De entre los
compuestos mas utilizados podemos citar
el etilenglicol, dimetil-sulfoxido (DMSO),

propandiol, eritritol y diferentes ami-
das 2,58,60,61,62,63,64,65,66,67

Los primeros datos sobre fertilidad de
semen equino descongelado con algunos
de estos crioprotectores, como el etilen-
glicol, indican una fertilidad en yeguas de
entre el 60% y el 80% “*'. El equipo de
Alvarenga cuando emplean una concen-
tracion del 5% de etilenglicol observan
que los espermatozoides mantienen las
mismas caracteristicas cinéticas e integri-
dad del acrosoma que con glicerol, asi
como similar capacidad de unién a la
membrana perivitelina de pollo””“. Otros
autores también concluyen que el etilen-
glicol posee caracteristicas crioprotectoras
similares al glicerol.”™”

Landim-Alvarenga observé que esper-
matozoides congelados con DMSO exhi-
bian un descenso significativo de la MT y
MP con respecto a los congelados con gli-
cerol pero obtuvieron el mismo porcentaje
de vivos y de espermatozoides con el
acrosoma intacto que con glicerol. Dife-
rentes autores describen un 78% de fertili-
dad con semen equino descongelado con
IM de DMSO".

Graham evalué el uso de varias ami-
das como son la formamida, metilforma-
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mida, dimetilformamida, acetamida y
metilacetamida en la congelacién de
semen de caballo; emplea varias concen-
traciones de cada crioprotector y concluye
que tanto la metilformamida (MF) como
la dimetilformamida (DMF) protegen a
los espermatozoides de caballo del dafio
por frio de forma tan eficaz como lo hace
el glicerol pero al ser compuestos mas
permeables para la membrana plasmatica,
producen menor dafio osmoético que el gli-
cerol; por ello, son compuestos perfecta-
mente validos para ser utilizados en los
procesos de congelacion de semen de
équidos siendo particularmente ttiles en
aquellos caballos cuyo semen normal-
mente no congela bien “bad freezers” ™.

Segun Alvarenga y Graham los esper-
matozoides congelados con DMF mantie-
nen las mismas caracteristicas “in vitro”
post-descongelacion que aquellos conge-
lados con glicerol””. Graham afirma que
las amidas pueden tener menos efectos
negativos en la fertilidad que el glicerol al
utilizarse en la inseminacién de yeguas”.
En un estudio con DMF, MF, dimetilace-
tamida (DMA) y glicerol, se apreciaron
ventajas al usar la DMF sola o en combi-
nacién con el glicerol frente al uso del gli-
cerol como unico crioprotector y en gene-
ral se concluye que las amidas protegen
mejor a las células espermdticas del dafio
por frio que el glicerol”. En un estudio
con semen de caballo de raza Mangalarga
Marchador se emplean estos mismos crio-
protectores obteniendo mejores resultados
con DMF que con glicerol especialmente
en caballos considerados “bad freezers™”.
El equipo de Vidament no encontr6 dife-
rencias de motilidad, viabilidad y fertili-
dad entre el semen congelado con glicerol
o con un 2% de DMF, lo que confirmaria
que estos crioprotectores son una alterna-
tiva eficaz al uso del glicerol®. De nuevo
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en otro estudio de Alvarenga en el que
compararon la calidad seminal post-des-
congelacion de varias razas de caballos,
se concluye que la DMF es mds eficiente
que el glicerol como agente crioprotector
e incluso mejora la calidad seminal de
sementales “bad freezers™.

La congelacién de semen requiere un
procesado que incluye una serie de pasos,
sin embargo, existe una falta total de
estandarizacién en los protocolos de con-
gelacion e inseminacién entre los distintos
laboratorios™*”

Dilucién y centrifugacion
del semen:

El eyaculado de los équidos posee un
gran volumen y una concentracion relati-
vamente baja en comparacién con otras

especies; la centrifugacion del semen nos
permite eliminar la fraccién de plasma
seminal, reducir el volumen del eyaculado
y aumentar su concentracién para poste-
riormente diluirlo a una concentracién
determinada y en el medio adecuado para
la congelacién.”

Previamente a la centrifugacion el
semen tiene que ser diluido en un medio;
los diluyentes empleados para la centrifu-
gacién son muy variados: Glucosa-
EDTA"; citrato-EDTA con un gradiente
de densidad de glucosa-EDTA”; gradiente
de Percoll”; medio con leche y yema de
huevo™” o HBS™.

Varios laboratorios recogen sélo la
fraccion rica en espermatozoides del eya-
culado™; sin embargo algunos autores
obtienen peores resultados cuando la
comparan con la recogida completa y pos-

TABLA IV

Diluyentes empleados comUnmente para la
centrifugacion del semen equino

Compuesto Glucosa-EDTA | Citrato-EDTA HBS Palmer 1984
Glucosa (g) 60 1.5 50 25
Citrato sodico

(2H20) (g) 3.7 26 0.6 0.3
Citrato

potdsico (g) - - 0.82 04
EDTA

disédico (g) 3.7 3.7 - -
Bicarbonato

sodico (g) 1.2 1.2 -
Lactosa (g) - - 3 1.5
Rafinosa (g) - - 3 1.5
Agua

bidestilada (ml) 1000 1000 1000 500
Leche

desnatada (ml) - - - 500
Yema de

huevo (%) - - - 2
pH 6.5 7 7 -
mOsm/Kg 409 290 300-310 -
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terior centrifugacion del eyaculado”.
Blach y su equipo evaluaron los cambios
producidos en la membrana acrosomal y
las caracteristicas cinéticas de los esper-
matozoides en las distintas fases de la
congelacién encontrando que los procesos
de congelacién y descongelacién provo-
caron dafilos mucho mds marcados que la
centrifugacioén. ”

Diluyente de congelacion:

Previamente a la congelacion, el pellet
o la porcién del semen rica en espermato-
zoides (si se ha recogido con vagina
abierta) se debe diluir en un diluyente de
congelacién que contenga crioprotectores,
ajustando la concentracién final segun el
nimero de espermatozoides necesarios en
las dosis seminales.

El primer diluyente descrito con el que
se consiguié el nacimiento de un potro
vivo era leche entera con un 10% de gli-

cerol”. Actualmente la mayoria de los
diluyentes de congelacién empleados
contienen una mezcla de sales minerales,
azucares, EDTA, yema de huevo y/o
leche desnatada, ademds del crioprotec-
tor.

El diluyente Martin 6 Lactosa-
EDTA" ha sido la base de la mayoria de
los diluyentes empleados en la congela-
cién de semen de caballo. Un autor chino’
describe un diluyente que consiste en una
solucién de sacarosa al 11% con yema de
huevo, leche desnatada y un 5% de glice-
rol; derivado de éste el diluyente Burns”
es una mezcla muy rica en glucosa y
sacarosa, leche desnatada y yema de
huevo. Los franceses emplean un diluyen-
te (INRA 82) compuesto de un 50% de
una solucién con azticares (glucosa, lacto-
sa y rafinosa) y sales minerales (citrato
sédico y citrato potdsico), un 50% de
leche desnatada; un 2% de yema de
huevo y un 2.5% de glicerol”. Heitland y

TABLA V

Diluyentes de leche y yema empleados en la
congelacion de semen equino

Componentes Lactosa-EDTA SM-EY Burns
Glucosa (g) - 2.7 0.9
Lactosa (g) 55 0.15 -
Glucosa-EDTA (ml) 25
Rafinosa (g) - 0.15 -
Sacarosa (g) - - 7.0
Citrato sédico
(2H20) (g) - 0.03 -
Citrato potdsico (g) - 0.04 -
Hepes (g) - 0.7 -
Equex STM (ml) 0.5
Leche desnatada (ml) - 50
Yema de huevo (%) 20.0 4.0 4.0
Glicerol (%) 5 4.0 3.0

Todos los componentes para 100 ml. de diluyente
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su equipo lo modificaron afiadiendo un
tampon (HEPES), un 4% de yema de
huevo y un 4% de glicerol y lo denominé
SM-EY ™", este medio fue superior al
Lactosa-EDTA segtin el estudio publica-
doen 1996.™

Refrigeracion y equilibracion:

El tiempo transcurrido desde la sus-
pensién de las células en el diluyente de
congelacién hasta el momento de la con-
gelacion se sitda en unos 30 minutos™”.
Para algunos autores este tiempo no pro-
duce ningin efecto en la motilidad post-
descongelacién del semen, aunque el
semen se congele directamente desde los
20°C, se refrigere a 5°C en presencia de
glicerol o se refrigere a 5°C afiadiendo el
glicerol a esta temperatura™, esto podria
deberse a que el efecto crioprotector ejer-
cido por el glicerol es basicamente extra-
celular.’

Algunos diluyentes como el Lactosa-
EDTA no necesitan una refrigeracién del
semen antes de la congelacién™"; sin
embargo, el método francés de congela-
cién INRA 82" contempla la dilucién del
semen, su refrigeracién a 4°C durante una
hora, centrifugacion y finalmente la resus-
pensién en el medio de congelacién con
glicerol, equilibrdndose en esta solucion a
4°C durante 30 a 45 minutos antes de ser
congelado. El equipo de Vidament con
este mismo método obtiene buenos resul-
tados de fertilidad en caballos, sea el
semen refrigerado a 4°C antes o después
de la centrifugacién”.

Envasado:

Los primeros sistemas de envasado
usados en la congelacion de semen equino
71,75

fueron viales de vidrio’, pastillas™” o
tubos de aluminio™; aunque en la actuali-

dad se envasa en pajuelas, bién sean
macro o micropajuelas. La micropajuela o
pajuela francesa tiene una capacidad de
0.5 ml” y aporta mayor velocidad y uni-
formidad en la congelacién™”. Reciente-
mente se ha introducido el uso de pajuelas
de 0.25 ml y ha comparado su uso frente a
pajuelas de 4 y 0.5 ml; encontrando que la
motilidad progresiva, la vitalidad y el test
hiposmético eran mejores en este forma-
to.
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Para algunos autores™ concentracio-
nes muy elevadas son perjudiciales para
la calidad postdescongelacién del semen,
en contra otros™ no observaron diferencias
en la motilidad del semen congelado a
una concentracion de 400 x 10° 6 1600 x
10¢ spz/ml, e incluso la fertilidad del
semen congelado a la mayor concentra-
cién tendid a ser superior; en un estudio
del equipo de Jasko” obtuvieron un indice
de recuperacién de embriones el dia siete
postovulacién del 56% utilizando una sola
pajuela de 0.5 ml con 800.10° de esperma-
tozoides.

NUmero de espermatozoides
por dosis, concentracion

de las dosis y volumen

de inseminacioén:

En caballos se ha establecido que
500.10° de espermatozoides con motilidad
progresiva cuando utilizamos semen fres-
co/refrigerado aseguran porcentajes de
prefiez Optimos, sin embargo se descono-
ce la dosis seminal minima que asegura
un buen indice de fertilidad al emplear
semen congelado. Se ha documentado que
las dosis seminales que contienen entre
150 y 350.10° de espermatozoides con
motilidad progresiva, inseminadas proxi-
mas a la ovulacién, poseen altos niveles
de fertilidad™”. El volumen de insemina-
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cion varia en funcién del envase utilizado
para la congelacion y de la concentracién
del semen.

Congelacion y
almacenamiento:

Cuando la congelacién se realiza
sobre vapores de nitrégeno liquido, el
ritmo de congelacion varia segun la altura
a la que se coloquen las pajuelas sobre la
superficie del nitrégeno liquido, siendo
una velocidad generalmente alta de alre-
dedor de -60°C/min’. Una vez que se
alcanza la temperatura de -60°C las pajue-
las pueden sumergirse directamente en
nitrégeno liquido (-196°C)".

En los congeladores automadticos, la
temperatura de la cdmara de congelacién
desciende y es mantenida mediante la
introduccion de vapor de nitrégeno liqui-
do de forma programada, la mayoria de
laboratorios equipados con congeladores
programables usan un ritmo de congela-
cién de -10°C/min entre 20°C y -15°C y
una segunda velocidad que varia de -
25°C/min a -60°C/min entre -15 y -
120°C™". Distintos trabajos han compara-
do el uso de estos dos métodos de conge-
lacién sin encontrar diferencias entre
ellos™™.

La evaluacion del semen congelado se

puede realizar independientemente del
tiempo que lleve almacenado en nitrége-
no liquido™™", tampoco cambia su capa-
cidad fecundante esté almacenado dias o
afios™”

Descongelacion del semen:

El proceso de descongelacién es cru-
cial para la supervivencia espermatica; el
ritmo o la velocidad a la que hemos de
descongelar una muestra de semen va a
depender de la velocidad de enfriamiento
a la que fue sometida.”™. Por tanto el siste-
ma de envasado y la velocidad de conge-
laciéon nos va ha determinar el protocolo
de descongelacion™. El semen envasado
en macropajuelas de 5 ¢ 2.5 ml es des-
congelado mediante inmersién en agua a
50°C durante 45 segundos””™ mientras
que el semen envasado en pajuelas de 0.5
ml es descongelado mediante inmersién
en un bafio maria a 37°C durante 30
segundos” o a 75°C durante 7 segundos
seguidos de al menos 15 segundos a
37°C".

INSEMINACION ARTIFICIAL

Para llevar a cabo la IA en el momen-
to de maxima fertilidad es importante
detectar el estro y monitorizar el desarro-

TABLA VI

Diferentes protocolos de descongelacion de semen
de caballo segun tipo de envasado

Envasado Descongelacion Tiempo
Pajuelas de 0.5 ml 37°C Al menos 30 segundos
Pajuelas de 2.5 ml 50°C 45 segundos
Pajuelas de 4.0 ml 50°C 45 segundos
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llo folicular; para ello se emplea princi-
palmente la palpacion rectal y la ecografia
transrectal que nos permite evaluar los
ovarios y el udtero, determinando la pre-
sencia, el nimero y tamafo de los folicu-
los en ambos ovarios. El hecho de poder
determinar el momento de la ovulacién
nos va a permitir obtener una mayor efi-
ciencia de la técnica de IA lo que se tra-
duce en mejores resultados de fertilidad.
Para ello podemos emplear tratamientos
hormonales que nos permitan la induccién
de la ovulacion; mediante la administra-
cién de 2.500 UI de HCG por via intrave-
nosa, siempre a partir de la existencia de
un foliculo superior a 3,5 cm.

I.A. Semen Fresco:

En la mayoria de los programas de IA
en yeguas, comienzan las inseminaciones
cuando el foliculo mide 3,5 cm y se repi-
ten cada 48 horas hasta que se detecta la
ovulacidon; con éste método deberemos
lograr porcentajes de prefieces similares o
incluso mayores a la conseguida con

2485

monta natural ™.

I.A. Semen Refrigerado:

Actualmente la IA con semen refrige-
rado es ampliamente utilizada en caballos
con resultados muy satisfactorios’, pero
hay que tener en cuenta la coordinacién
una serie de eventos: el celo y la ovula-
cién en la yegua, la extraccién del semen
y el transporte del semen hasta la yegua.
En la yegua los maximos porcentajes de
prefieces se obtienen si la inseminacién
con semen refrigerado tiene lugar entre
las 0 y 24 horas antes de la ovulacién y
ésta decrece si nos anticipamos entre 24 y
36 horas”.

Si es posible se puede usar el mismo

protocolo de inseminacién que con semen
fresco, comenzar las inseminaciones
cuando el foliculo mida 3,5 cm y repetir
cada 48 horas hasta que se detecta la ovu-
lacién; se ha comprobado que con éste
método podemos lograr porcentajes de
prefieces con semen refrigerado similares
a los obtenidos con semen fresco.™”

En muchos casos este protocolo no es
posible y tendremos que sincronizar la
ovulacién con la recogida y el transporte
del semen, en la mayoria de los casos tra-
bajaremos con otro veterinario. En este
caso el protocolo utilizado por nuestro
equipo es el siguiente:

e Avisar o nos avisan que la yegua
estd en celo y cudndo se prevé que
se necesitard el semen (un margen
normal es entre dos y tres dias) nos
informaremos o les informaremos
del ritmo de recogidas de semen
que siga ese semental, normalmen-
te tres dias en semana.

Pediremos o extraecremos el semen
cuando la yegua tenga un foliculo
superior a 35 mm.

Inducimos la ovulaciéon con hCG
(2.500 U.I. IV) cuando nos confir-
men que el semen estd ya en cami-
no.

Inseminar cuando nos llegue el
semen (el mismo dia de la recogida
o al dia siguiente segtn la distancia
que haya desde el semental a la
yegua y el medio de transporte uti-
lizado). Como la ovulacién se pro-
duce entre las 36 - 48 h de la admi-
nistracion de la hCG, estamos con-
siguiendo que la yegua ovule entre
12 - 24 h tras la inseminacién
(optimizando las posibilidades de
fertilidad). La aplicacién de la hCG
también se puede realizar en el
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Inseminacion con semen refrigerado.

momento de la inseminacién aun-
que el intervalo entre inseminacion
y ovulacién serd mayor.

e Confirmamos la ovulacién al dia
siguiente y si no ha ovulado nos
dard tiempo a pedir o que nos
pidan semen de nuevo.

La refrigeracion de semen a 4°C
durante periodos de 24 a 36 horas se
emplea rutinariamente en la cria equina
con buenos resultados™”™"*. Los resulta-
dos de nuestro laboratorio varian entre el
60 y el 90 % segtin el semental utilizado,
obteniendo una media del 74% de fertili-
dad en los ultimos cinco afios.

I.A. Semen Congelado:

La inseminacién artificial con semen
congelado no es una técnica de fécil apli-
cacion en la especie equina; hay que tener
en cuenta una serie de factores que en
definitiva van a determinar el éxito o el
fracaso de dicha técnica, factores de entre
los que podemos citar: la calidad seminal
post-descongelacion no siempre estd rela-
cionada con la fertilidad, el estado repro-
ductivo de la hembra, el momento y fre-
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Tanque de nitrogeno.

cuencia de las inseminaciones y sobre
todo su relacion con el momento de la
ovulacion.

El primer potro nacido mediante la
técnica de inseminacién artificial con
semen congelado fue descrito en 1957".
El semen equino congelado-descongelado
mediante las diferentes metodologias des-
critas pierde en gran parte su capacidad
fecundante, el porcentaje de fertilidad de
las yeguas inseminadas con semen equino
descongelado no supera el 50% segun
diferentes autores™ """

Existen una gran variedad de protoco-
los de inseminacién con semen desconge-
lado en équidos; los mejores resultados se
obtienen cuando las yeguas son insemina-
das dentro de las 24 horas previas a la
ovulacién o de las 6 horas post-ovula-
cién”.

Los ultimos trabajos realizados en
inseminacion en caballos se han realizado
utilizando la inseminacién intrauterina
profunda ya sea mediante el uso de histe-
roscopia o mediante catéteres de insemi-
nacién diseflados especificamente para
depositar el semen al final del cuerno ute-
rino. En un principio se utiliz6 esta técni-
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ca con el fin de aumentar la fertilidad de
algunos sementales subfértiles o del
semen congelado, pero después de
muchos estudios se ha llegado a la con-
clusion de que la gran utilidad de la inse-
minacién intrauterina profunda es la utili-
zacién de bajas dosis inseminantes, ya
que s6lo algunos estudios anecdoticos
describen una subida de la fertilidad”.
Esta técnica incrementa la esperanza de
conseguir una técnica comercial de inse-
minacién con semen sexado.

Al igual que el equipo la Universidad
de Davis", nosotros preferimos un catéter
de inseminacién que permita la introduc-
cién de una pajuela de 0,5 ml para la inse-
minacién y también permita el uso de
multiples pajuelas de 0,5 ml sin tener que
retirar el catéter (se requieren dos perso-
nas para llevar a cabo la maniobra). El
catéter debe tener una longitud por lo
menos de 65 cm y tener la flexibilidad
adecuada para la inseminacion intrauteri-
na profunda.

Inseminacion intrauterina profunda por histeroscopia. El
catéter se sitiia por encima de la papila del oviducto
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