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RESUMEN

Desde hace muchos afos en las técnicas de reproduccion asistida en medicina humana
existen protocolos de procesamiento de semen para incrementar su calidad. En la industria
reproductiva equina, las técnicas de semen artificial se han desarrollado ampliamente,
aungue el uso de semen criopreservado es menor que en otras especies debido a
problemas de supervivencia espermética y variabilidad individual. Esta variabilidad
individual también ha sido establecida entre razas. En general, solo el 20-30% de los
sementales producen un semen con buena capacidad de congelacion, otro 40-60%
aproximadamente con capacidad aceptable (aunque se ve afectado negativamente por la
criopreservacion) y otro 20-30% de sementales producen semen que no es congelable en
absoluto. Estas limitaciones determinan que la inseminacion artificial con semen congelado
en équidos este menos extendida que en otras especies y encontrar sistemas y
procedimientos adecuados para la refrigeracion y/o congelacion es una de las metas

principales.



SUMARY

For many years in human assisted-reproduction procedures there have been special
protocols to prepare and improve sperm quality. In the equine industry, artificial insemination
techniques have been greatly developed, although cryopreserved semen in still less used
comparing to others species due to spermatic survival problems and individual variability.
This individual variability has also been established between breeds. In general, 20-30% of
stallions are considered to have a good frozen-thawed sperm quality, 40-60% average
frozen-thawed quality and the other 20-30% are not suitable for cryopreservation. All these
limitation determine that artificial insemination with frozen semen in the equine is less
widespread than in other species and fiding systems and procedures to increase the number

of stallions and ejaculates suitable to be cooled and cryopreserved is and important goal.
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1. Introduccion.

La criopreservacion de semen es uno de los procedimientos mas importantes en el
desarrollo de biotecnologias para la reproduccién asistida, y es utilizado en la inseminacion
artificial y la produccién de embriones por metodologias in vivo e in vitro. Esta tecnologia
de conservacion permite una maxima distribucién y una adecuada disponibilidad de material
germinal de especimenes de interés, facilitando el desarrollo de programas de
mejoramiento genético para rasgos de valor comercial en la especie, a través de la
seleccion o los cruces dirigidos. Sin embargo, la escasa fertilidad del semen equino
criopreservado ha limitado de manera sustancial su utilizacién; esto es atribuible a la
alteracion de la fisiologia normal y la viabilidad de los espermatozoides, que por la

manipulacion y procesamiento excesivos son sometidos a diferentes tipos de estrés.

Los espermatozoides de equinos son extremadamente sensibles a las alteraciones
celulares generadas por la congelacion, por el estrés osmatico resultante de la exposicion
a medios hipertonicos y por los cambios osméticos inducidos durante el proceso. El estrés
osmdético se ha asociado con efectos adversos sobre la motilidad, la viabilidad y el potencial
de membrana mitocondrial de las células espermaticas equinas, que podrian estar
asociadas con el estrés oxidativo y es producido como resultado del incremento de los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) a causa del choque térmico y la naturaleza
quimica de los crioprotectores utilizados; de la alteracion de la disponibilidad y la
funcionalidad de los antioxidantes enddgenos a causa de la remocion del plasma seminal,
y de la alteracidn estructural de los antioxidantes a causa de los efectos térmicos y téxicos

del proceso.

Debido a estos procesos es vital el mejoramiento de las técnicas de criopreservacion de
semen equino, con el fin de aumentar su eficacia y disminuir la mortalidad espermatica. Por
lo cual es necesario mantenerse actualizado en las nuevas investigaciones en torno a las

técnicas y sus distintas areas de trabajo para asi obtener resultados exitosos en la industria.



2. Revision Bibliografica.

2.1. Criopreservacion

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad
celular a temperaturas bajas. Esto ha permitido poder almacenar células germinales de
mamiferos por periodos largos de tiempo, incluyendo post-mortem, a través del uso de

tanques criogénicos con nitrdgeno liquido o en otros ambientes bajo cero (Meyers, 2012).

La inseminacion artificial (1A) fue adoptada comercialmente a partir de los afios 50, lo cual
ha permitido a la industria ganadera hacer grandes progresos en la reproduccion, pero
debido a la variabilidad de las especies y la variabilidad entre individuo masculino, la
inseminacion artificial (IA) con semen congelado ha tenido menos éxito en ovinos, porcinos

y cria de caballos (Meyers, 2012).

El semen equino criopreservado ha adquirido gran importancia en las ultimas décadas,
debido a los beneficios que ofrece su utilizacién. Entre éstos se destacan la posibilidad de
almacenar el material genético de reproductores sobresalientes, distribuirlo
internacionalmente, controlar enfermedades venéreas y aumentar la eficiencia del sistema
de cria al posibilitar la inseminacién de multiples yeguas con un solo eyaculado. Sin
embargo, la tasa de prefiez disminuye cuando se insemina con semen congelado en
comparacion con la utilizacién de semen fresco o refrigerado. Esto sucede porque el
proceso de congelacién y descongelacion es potencialmente dafiino, e incluso letal, para

los espermatozoides (Mesa y Henao, 2012).

El proceso de criopreservacion tiene profundos efectos en las células, muchas de las cuales
resultan en dafio subletal, y la posterior reduccién de la funcién. Muchos tipos de células no
toleran el almacenamiento congelado en muy bajas temperaturas (menor a -80°C),
sometiéndose a un deterioro grave con dafio letal. En presencia de crioconservantes con
caracteristicas de alta hidrosolubilidad y baja citotoxicidad que disminuyan el punto de
cristalizacion de solventes (CPA), muchos tipos de células pueden sobrevivir al
almacenamiento a bajas temperaturas. Como consecuencia del almacenamiento

criogénico, aproximadamente el 25-75% de las células almacenadas se pierden debido a



la muerte celular necrética y apoptoética, esto dependerd del tipo de célula, velocidad de
congelacién, y CPA (Meyers, 2012)

Los crioprotectores han sido ampliamente clasificados como penetrantes y sustancias no
penetrantes. Penetrantes de CPA son moléculas pequefias no ionicas (glicerol,
dimetilsulfoxido, propilenglicol, etilenglicol, metilformamida) con alta solubilidad en agua,
mientras que los no penetrantes de CPA son polimeros o azlcares (metilcelulosa,
sacarosa, rafinosa, trehalosa) de cadena larga. Uno de los origenes mas significativos de
dafio y muerte celular durante la congelacién es el de intracelular y formaciéon de hielo
extracelular. Los crioprotectores actian reduciendo la velocidad a la que se forma el hielo
y el tamafo de los cristales. Con CPA adecuada, los dafios de congelacién pueden ser
minimizados, pero altas concentraciones de la misma pueden causar dafio celular (Avila-
Portillo et al., 2014).

2.2. Técnicas de criopreservacion
Todos los protocolos de congelacién de semen equino requieren un procesado que incluye:

Recoleccién de semen

Dilucion y centrifugacion

Adicion del diluyente de congelacién
Refrigeracion

Envasado

Congelacion y almacenamiento

NN NN N NI

Descongelacion del semen
2.2.1. Recoleccion de semen

Para la recoleccion de semen se debe realizar lavado del pene, principalmente en la fosa
uretral, con el fin de eliminar microrganismos y smegma que se pueda encontrar en esa
zona. Este proceso no debe alterar la flora bacteriana normal del pene por lo que el uso de

soluciones bactericidas no son recomendadas (Alvarenga et al., 2016).

Tradicionalmente para la recoleccién se usan maniquies junto a vaginas artificiales que
simulan a la yegua en celo (esta vagina artificial debe ser acondicionada con agua caliente
para brindar un ambiente similar al natural y ademas puede o no ser lubricada con gel), esto
brinda seguridad tanto para el animal como el operador encargado de la recoleccién de

semen (Avila-Portillo et al., 2014).



Otro método para llevar a cabo la recoleccion, el que consiste en que el animal esta en
estacion sobre sus cuatro extremidades a través de masturbacion que consiste en masajear
con compresas atemperada a 45°C colocadas en el glande y en la base del pene hasta
provocar la eyaculacion. Este método se recomienda para animales que por problemas
musculo-esquelético no son capaces de realizar un buen servicio de monta (Alvarenga et
al., 2016).

Existe un método llamado Excopula el que consiste en la utilizacion de farmacos para
provocar eyaculacion de los sementales, este método puede ser una alternativa a
problemas como la falta de libido o problemas de ereccion. Se describe el uso de varios

farmacos a fin de provocar la eyaculacién excopula en equinos:

Xilacina

Clomipramida hydrochloride; en combinaciéon con Xilacina

Imipramina; en bajas dosis en equinos produce ereccién y masturbacion
Imipramina en combinacién con Xilacina

Detomidina

Prostaglandinas

SN N N NN

HCG en combinacién con prostaglandinas

Una vez decido el farmaco a utilizar se procede con la inyeccion, al poco tiempo de
administrado (10-30 min.) se produce la protrusién del pene o ereccion; la eyaculacion se

produce inmediatamente después de la aplicacion del farmaco (Serres Dalmus, 2015).
2.2.2. Dilucion y centrifugacion

En los protocolos estandar de congelacién de semen es necesario retirar la mayor parte de
plasma seminal por centrifugacién simple y resuspension del pellet en diluyente de
congelacién con el objetivo de obtener espermatozoides concentrados. Se recomienda
reducir el porcentaje de plasma seminal presente entre 5-20% ya que afecta de manera
negativa la calidad de los espermatozoides durante el almacenamiento (Alvarenga et al.,
2016).

El semen debe diluirse en leche descremada o en un diluyente a base de caseina. La
dilucion sera en base a la concentracién espermatica, si es muy concentrada sera de 2:1
racion (vol. / vol.) y como minimo en racion de 1:1. El diluyente debe ser adicionado al

semen con una temperatura de 37° C para evitar golpes de frio (Gonzales et al., 2015).



2.2.3. Adicién del diluyente de congelacion

Tras la centrifugacion se debe adicionar un diluyente de congelacién adecuado segun el
procedimiento. Los diluyentes de congelacion de semen estan compuestos por diferentes
sustancias como son crioprotectores, azlcares, antibiéticos, electrolitos entre otros que
cumplen las siguientes funciones: proveer nutrientes como fuente de energia, proteger a
los espermatozoides de la bajada de temperatura y el procesado, mantener un adecuado
equilibrio del pH, mantener una adecuada presién osmética y balance electrolitico e inhibir

el crecimiento bacteriano (Alvarenga et al., 2016).
2.2.3.1. Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles que disminuyen el punto eutéctico de la
solucion a la que se incorporan. El punto eutéctico es la maxima temperatura a la que se
puede producirse la mayor cristalizacion del solvente y soluto. La disminucién del mismo
permite una mayor deshidratacion de la célula espermética disminuyendo el gradiente
osmotico al que dicha célula es sometido, es decir, se alcanza la misma concentracion de
solutos a una temperatura menor, por lo que la célula queda mas protegida (Ramonez et
al, 2017).

2.2.3.1.1. Crioprotectores no permeables

Los crioprotectores no permeables son compuestos de elevado peso molecular que no
atraviesan la membrana plasmatica, por lo que su efecto protector lo desarrollan en el medio
extracelular a través de mecanismos osméticos favoreciendo un medio hiperténico que
hace que salga agua de la célula (deshidratacién), disminuyendo asi la probabilidad de

formacion de cristales de hielo intracelulares (Ramoénez et al, 2017).

v' Azucares: De forma natural el plasma seminal presenta una serie de azucares como
lo son la glucosa, fructosa y sorbitol. De entre ellos la glucosa y la fructosa son los
azucares mas empleados en los diluyentes de congelacién de semen en animales,
aunque el sorbitol se utiliza también para la criopreservacion de semen en el toro y
en el hombre. El uso de azucares como la metilcelulosa no ha mostrado tan buen
efecto crioprotector y siempre necesita combinacion con otros crioprotectores (Avila-
Portillo et al., 2014).

v' Leche Desnatada: las caseinas, fosfocaseinas y la beta lactoglobulinas procedentes

de la leche son compuestos organicos que presentan una funcion protectora frente

al estrés por frio sirviendo la leche desnatada en polvo o entera homogeneizada
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como constituyente basico del diluyente o formando parte en pequefas cantidades
de diluyentes sintéticos, aunque no estd clara la naturaleza de su mecanismo
crioprotector (Raménez et al, 2017).

v Yema de huevo: los fosfolipidos y lipoproteinas procedentes de la yema de huevo

son compuestos organicos que presentan una funcién protectora frente al dafio
desencadenado en la congelacion. La yema de huevo que tradicionalmente se ha
usado en los diluyentes de semen es de gallina, aunque también se ha probado de

otras especies como pato con buenos resultados (Avila-Portillo et al., 2014).
2.2.3.1.2. Crioprotectores permeables

Son compuestos de bajo peso molecular y permeable a través de la membrana plasmatica
que producen una reorganizacion de los compuestos lipidicos y proteicos de esta que hace
incrementar su fluidez, favoreciendo la deshidratacién celular a bajas temperaturas y
disminuyendo la formacion de cristales de hielo intracelulares, lo que incrementa la
supervivencia espermatica a la congelacion actuando tanto en el medio intracelular como

extracelular (Ramonez et al, 2017).

v Glicerol: es el crioprotector mas usado pero no existe uniformidad en cuanto a su
concentracion optima en los diluyentes comerciales equinos, Presenta un claro
efecto negativo pudiendo ser uno de los factores implicados en la baja motilidad y
fertilidad post-descongelacion que ha sido descrito en aves pero también en
égquidos. Su efecto toxico causa alteraciones citoplasmaticas, ademas de provocar
desnaturalizacion de proteinas. El principal efecto toxico del glicerol parece estar
desencadenado por el estrés osmaético producido durante su incorporacion y
eliminacion en las fases de congelacién y descongelacion, por lo que se ha
propuesto el uso de crioprotectores alternativos permeables de menor peso
molecular y viscosidad y mayor permeabilidad que desencadenan un menor estrés
osmotico y una menor formacion de cristales de hielo intracelulares (Avila-Portillo et
al., 2014).

2.2.4. Refrigeracion

En una gran mayoria de los casos es necesaria una fase de refrigeracion y equilibrado de
las células espermaticas en el diluyente de congelacién, esto permitira cierta deshidratacion
y estabilizacion de las células espermaticas, dependiendo de las diferencias de

permeabilidad y peso molecular de los crioprotectores respecto a las soluciones fisiologias.



En cualquier caso, tanto las tasas de equilibrado y refrigeracion como las de congelacién
deben adaptarse a la composicién del medio de congelacion utilizado para optimizar los

resultados (Gonzéles et al., 2015).
2.2.5. Congelacién y almacenamiento
2.2.5.1. Sistema convencional en Nitrégeno Liquido

El sistema convencional recomienda disponer las pajuelas horizontalmente 3-6 cms por
encima del nivel de nitrégeno durante 7-20 minutos, habiendo una variacion en el ritmo de
congelacién segun la altura a la que se coloquen, aunque generalmente la velocidad es alta
y de alrededor de -60°C/min. Este sistema presenta ventajas de ser econdémico, sencillo y
requerir un menor coste de equipamiento y de gasto de nitrdgeno liquido (Restrepo et al,
2012).

2.2.5.2. Sistema Automatizado de congelacién

Existen sistemas automatizados de congelacion y en este caso normalmente se usan
curvas de congelacidon que combinan varias velocidades, de -10°C/min entre los 20°C y los
-15°C y una segunda velocidad entro los -15°C y los -120°C de unos -25°C/mina -60°C/min
para luego sumergir las pajuelas en nitrégeno liquido. En este sistema la tasa de
congelacién es mas uniforme al tener un mayor control de la temperatura lo que se ha
relacionado con una mayor calidad seminal post-descongelacion respecto a la congelacion

con el sistema convencional (Restrepo et al, 2012).
2.2.6. Envasado

El envasado se puede realizar en macropajuelas de 4 o 5ml, en micropajuelas de 1ml, en
pajuelas de 0,5ml que es lo mas frecuente o en pajuelas de 0,25ml. El enfriamiento es mas
uniforme y eficiente en las micropajuelas, principalmente en las de 0,5ml para semen
equino, aunque se requieren varias pajuelas para completar la dosis de inseminacion

(Alvarenga et al., 2016).
2.2.7. Descongelacion del semen

Existen varios protocolos de descongelacién de dosis seminales, pero en cualquier caso
depende del sistema de envasado y de la velocidad de congelacién. Normalmente se

recomiendan protocolos de descongelacion de las micropajuelas mediante inmersion en



agua a 37°C durante 0,5 o 1 minutos y para las macro pajuelas de 5 o 2,5ml se usan
temperaturas de 50°C durante 45 segundos (Alvarenga et al., 2016).

2.3 Mecanismo de criolesidon en el semen equino.

La calidad del semen congelado-descongelado depende de la capacidad de los
espermatozoides de resistir estos procedimientos sin perder sus funciones principales. La
pérdida de una sola se sus funciones podria reducir o suprimir totalmente la fertilidad del
espermatozoide. Durante los procesos de criopreservacion se producen dafios letales y
subletales en los espermatozoides similares a la apoptosis que afectan a la viabilidad e
integridad de los espermatozoides y por lo tanto a su vida media y capacidad fecundante.
Los dafios sufridos durante la criopreservacion seminal han sido clasificados por varios
autores segun su origen en dafios a los cambios de temperatura, de osmolaridad, o a la

accion de agentes oxidantes (Alvarenga et al., 2016).
2.3.1. Estrés Oxidativo

Durante el metabolismo oxidativo fisiologico de las células esperméticas se producen
especies reactivas de oxigeno o “radicales libres” (EROs) que desempefian un papel
importante en la funcionalidad espermética de capacitacion, reaccion acrosomica y el
mantenimiento de la capacidad fecundante entre otros. El problema se desencadena
cuando se produce un desequilibrio en la produccién o degradacion de estas sustancias, lo
gue da lugar a la produccion de efectos adversos sobre los espermatozoides que afectan a
la membrana plasmaética, el ADN o pardmetros espermaticos como la motilidad (Tortolero
et al., 2005).

Los espermatozoides equinos dafiados o anormales que forman parte de la poblacion
heterogénea tras la descongelacion generan mayor cantidad de EROs que los vivos o

normales afectando negativamente a estos (Tortolero et al., 2005).
2.3.2. Estrés Osmotico

Al reducir la temperatura por debajo de los 20°C el espermatozoide comienza a presentar
cambios biofisicos, principalmente en la membrana plasmética, pero cuando se somete a
temperaturas entre los 0°C y los -20°C, o hasta los -60°C, que el espermatozoide sufre
efectos de descompensacion idnica y de liquidos suficientemente graves (Fernandez et al.,
2009).



Los cristales de agua pura se comienzan a formar al bajar de -5°C, y por el mismo fenémeno
de cristalizacién todos los solutos quedan separados del cristal, aumentando asi la
concentracion de sales en la porcidn de agua que aun no se congela. Este fendémeno lleva
a un aumento en la presion osmotica, y al ser el agua dentro del espermatozoide mas lenta
en formar cristales que el agua fuera de este, ocurre una salida de agua al medio
extracelular por gradiente osmética, a través de la membrana plasmatica. Como resultado

de esto el espermatozoide se deshidrata (Fernandez et al., 2009).
2.3.3. Estrés Térmico

Durante el proceso de criopreservacion se producen alteraciones en las propiedades
termodinamicas y estructurales de los espermatozoides que afectan a su viabilidad debido
a los cambios bruscos de temperatura, afectandose principalmente la membrana

plasmatica y acrosomal (Aretio Le6n, 2006).

El dafio espermético que resulta de un choque térmico va a depender no solo de la baja de
temperatura sino también de la velocidad con que esta ocurra. Se ha establecido que cada
tipo celular posee una velocidad Optima de congelacion que garantiza su supervivencia
luego de la criopreservacion, si la velocidad de congelacion es demasiado répida o
demasiado lenta el estrés producido por el proceso de criopreservacion aumenta (Aretio
Ledn, 2006).

2.3.4. Estrés Mecéanico

Los dafios en las estructuras celulares del espermatozoide ayudarian a explicar el descenso
de la movilidad y por ende de la fertilidad. Se ha reportado que los dafios en la mitocondria
estan asociados a la disminucién de la movilidad, pero también se ha encontrado que
semen con alto grado de dafios a nivel del ADN nuclear registra una marcada disminucion

de la movilidad y velocidad espermatica post-descongelacion (Alvarenga et al., 2016).

La viabilidad de las células, definida como las células con membrana plasmatica intacta y
funcion mitocondrial, han sido seleccionados como indicadores para la evaluacion de la
calidad espermatica, especialmente para la crioconservacion del esperma, cuya membrana
plasmatica y mitocondrial pueden ser dafiadas durante el proceso de crioconservacion
(Alvarenga et al., 2016).



2.4 Seleccidon Espermatica

Las técnicas de seleccion espermatica seleccionan una subpoblacién de espermatozoides
segun sus caracteristicas, imitando en cierta medida los métodos de seleccion espermética
naturales del tracto reproductivo de la yegua que tiene como objetivo permitir que solo los
espermatozoides morfolégicamente normales, con membranas intactas y cromatina

espermatica integra pasen a través del oviducto y fertilicen el ovocito.
Existen varios métodos de seleccion espermatica:

v' Técnica de Migracion Espermética: Se basan en la habilidad de los

espermatozoides motiles de moverse o0 migrar activamente hacia un medio selectivo
de diferente composicion al que se encuentran, los espermatozoides son
seleccionados en base a su motilidad y no a su morfologia, integridad y viabilidad.
Esta técnica se aplica sobre pellet obtenido bajo centrifugacion lo que afecta
negativamente a la calidad resultante no solo por la técnica de centrifugacién sino
que en el pellet resultante los espermatozoides se concentran junto a detritus los
que favorecen a la liberacion de EROs (Sanchez et al, 2009).

v/ Técnica de Adherencia Espermatica: Se basa en la mayor tendencia que presentan

los espermatozoides muertos o dafiados de adherirse a los granulos de
polisacaridos que forman los filtros, dejando que los espermatozoides con la
membrana plasmatica y acrosomal intactas pasen a través de las columnas de
polisacéaridos, incrementando por tanto la calidad de la muestra resultante. En
guedos esta técnica se ha correlacionado con el aumento de la fertilidad (Sanchez
et al, 2009).

v/ Técnica de Centrifugacion Coloidal: Se utiliza una suspension de particulas

coloidales que se coloca en tubo de centrifugacion formando un gradiente continuo
o dos capas (una con un 40-45% de coloide y otra con un 80-90% de coloide). Sobre
esta se coloca el semen y se procede a la centrifugacion haciendo que los
espermatozoides se separen en subpoblaciones con diferentes gravedades
especificas de modo que los espermatozoides normales pasaran a través de estos
gradientes y se situaran en el pellet en el fondo mientras que la mayoria de los
espermatozoides no motiles o anormales, células germinales prematuras, otras
células, plasma seminal y diluyente utilizado se quedaran entre los dos gradientes

o0 sobre estos (Sanchez et al, 2009).
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2.5. Areas de mejoramiento

El auge de las técnicas de reproduccion asistida en la medicina equina ha propiciado
investigaciones que buscan la optimizacion de métodos para aumentar las tasas de
fertilidad. Desde la criopreservacién sigue dando bajos valores de viabilidad en los
sementales, la manipulacion y conservacién de los espermatozoides es de vital importancia.
Esta reduccién de la fertilidad hace que sea esencial para los agricultores de encontrar
nuevas opciones gue garantizan la fiabilidad en el uso de estas técnicas (Mesa y Henao,
2012).

2.5.1. Uso de plasma seminal.

El plasma seminal (SP) es una compleja mezcla de proteinas sustancias no proteicas, tales
como iones y sustancias organicas de bajo peso molecular, que incluyen aminoacidos
libres, monosacéridos, lipidos, poliaminas, prostaglandinas y hormonas esteroides. Uno de
los componentes mas importantes de SP son las proteinas que se unen a membranas de
las células de esperma y estan asociados con plena fertilidad. El efecto del SP en la
criosupervivencia de los espermatozoides es discutible aun, ya que el proceso de
centrifugacion se semen en presencia de extensores no elimina todas las proteinas del SP,
lo que hace dificil la interpretacion de la adicion de mas plasma seminal (Al-Essawe et al.,
2018).

Una forma de superar el problema de la propia SP estando presente los sementales es
preparar las muestras de esperma por centrifugacién coloide, como una sola capa de la
centrifugacion (SLC). Esta es una técnica valiosa para seleccionar buenos espermatozoides
calidad, es decir, aquellos con buena morfologia, viabilidad e integridad de la cromatina.
Por lo tanto la combinaciéon de SLC con la adicion de pequefias cantidades de SP de
sementales de congelabilidad conocida podria ayudar a mejorar criosupervivencia de
espermatozoides (Al-Essawe et al., 2018)

Para este proceso se deben seguir los siguientes pasos:

v' Preparacién del plasma seminal: El plasma seminal se obtiene de semen libre de

gel fresco por centrifugacion a 2000 x g durante 10 min. El sobrenadante se aspira
en tubos estériles y se comprueba la presencia de espermatozoides; si se observan
espermatozoides, las muestras se centrifugaron de nuevo a 3500 x g hasta que el

SP queda libre de esperma.
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v/ Concentracidn espermatica: para establecer la concentracion espermatica se usa

uno de los contadores celulares electronicos como el Nucleo Counter SPR100®_que
permite obtener resultados. La concentracion de la muestra restante se ajusté a 100
x 10 6 espermatozoides / ml, y se utiliza para SLC con el coloide Equicoll. El
sobrenadante y la mayor parte del coloide se descarta por aspiracion cuidadosa
usando una bomba de agua.

v' Adicion del plasma seminal: luego de establecer la concentracidon espermatica se

adiciona el plasma seminal de “buen congelador” para dar una proporcion final de
5%.

2.5.2. Uso de Coenzina Q10

La coenzima Q10 es un lipido redox capaz de promover la generacion de energia a través
de intercambio de electrones y protones en la cadena de transporte de electrones de interna
membrana mitocondrial. También es un potente antioxidante presente en las lipoproteinas,
capaz de prevenir la peroxidacion de lipidos por inhibir la formacién de hidroperéxidos. La
coenzima Q10 ha demostrado mejorar la refrigeracién de semen y la subfertilidad en el
hombre mediante la prevencion de la peroxidacion lipidica y la promocién de la motilidad

Dado que el estrés oxidativo durante la crioconservacién no se genera exclusivamente
durante la congelacion y descongelacion, sino también durante la centrifugacion, se evalua
la adicion de diferentes concentraciones de la coenzima Q10 a partir de la centrifugacion y

los demas procesos de criopreservacion (Carneiro et al., 2018)

2.5.3. Uso de quelantes de calcio intracelular

La modulacién del calcio intracelular es de suma importancia para la funcién celular normal.
De interés, reduccion de la calidad del semen durante la preservacion se ha asociado con
la interrupcion de la homeostasis del calcio En esperma, afluencia mitocondrial de calcio a
través de los poros de transicion de permeabilidad puede afectar la motilidad mediante la
alteracion de la conformacion de la proteina motora miosina-VI y la supervivencia. La
modulacion de depésito de calcio intracelular parece estar asociada con la viabilidad y
longevidad de los espermatozoides antes de la fertilizacion (Wu et al., 2018).

Funcionalidad de las mitocondrias en el esperma depende de contribucién continua de la
nicotinamida nucleétido de adenina (NADH) y redujo dinucle6tido de flavina adenina (FAD)
en la cadena de transporte de electrones, por lo tanto, la terminacion de este mecanismo

de generacién de energia altera el potencial de membrana mitocondrial (MMP). Este es
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probablemente el motivo para la inclusién de quelantes de calcio; estos atraparian calcio y
disminuirian el gradiente de concentracibn en toda la membrana plasmatica del
espermatozoide. Las concentraciones de calcio 0,1 mM. Intracelulares son cuatro veces
menores a las del ambiente exterior. Los quelantes actian atrapado otros iones metélicos

y podria también actuar inhibiendo la peroxidacién de lipidos (Wu et al., 2018)

3. Objetivos.

3.1. Objetivos generales:

Actualizar conceptos de mejoramiento en los protocolos de criopreservacion espermatica

equina.

3.2. Objetivos especificos:

» Reconocer las técnicas actuales de criopreservacion.
» ldentificar los principales puntos criticos en la criopreservacion espermética.

» Reconocer las principales areas de mejoramiento en la criopreservacion.
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4. Presentaciéon de Resultados y discusién

El material bibliografico consultado corresponde a un total de 40 referencias. Sobre estas

referencias se aplicé el siguiente método de inclusion y exclusion:
Criterios de inclusion:

e Seincluye la informacién cuya tematica tenga relacion con los posibles mecanismos
de criolesion espermética fundamentos basicos de criopreservacion.
e Se incluyen las publicaciones realizar una actualizacion de los tépicos planteados

en los objetivos de esta revision bibliografica.
Criterios de exclusion:

e Se excluye la informacién de publicaciones que no concuerden con los objetivos

planteados y especificados anteriormente.

Una vez aplicados los criterios de descritos anteriormente, dio como resultado la siguiente

distribucién de material bibliogréafico, con 20 referencias:
Articulos de revistas cientificas: 16
Libros: 1

Memorias de titulo: 3
4.1. Técnicas actuales de criopreservacion

Numerosos procedimientos han sido utilizados y estudiados para lograr congelar el semen
equino de forma efectiva. A pesar de esto, las tasas de concepcion logradas a partir del
semen congelado en equinos siguen siendo mucho mas bajas que las logradas con monta
natural o inseminacion artificial con semen fresco. Hasta el dia de hoy existen ciertos

impedimentos en el desarrollo de la industria equina de semen congelado:

Baja fertilidad con semen congelado en comparacién con semen refrigerado.
2. Incremento en los costos asociados al manejo de yeguas para IA con semen
congelado usando protocolos de inseminacion actuales.

3. Muerte espermética durante el proceso de criopreservacion.
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A pesar de lo anterior son més los beneficios que brinda en la industria equina el semen

congelado para el acceso a sementales:

1. Acortamiento de distancias entre paises o continentes como también sementales de
competencia

2. Evitar contraer o contagiar enfermedades infecciosas, heridas o con exceso de
reservas durante la temporada de montas

3. Uso en el momento éptimo para la monta.

Las principales variables que afectan la congelacién eficaz del semen estan dadas por, la
concentracion espermatica, el numero total de espermatozoides vivos, motiles vy
morfolégicamente normales, su habilidad para adaptarse a los cambios de condiciones
osmdticas y su capacitacién de una manera apropiada y en un tiempo adecuado, entre otras
(Alvarenga et al., 2016).

Debido a las caracteristicas del semen equino, numerosos procedimientos han sido
utilizados y estudiados para lograr congelar de forma efectiva. A pesar de esto, las tasas
de concepcion logradas a partir del semen congelado de los caballos siguen siendo mucho
mas bajas que las logradas por medio de la monta natural o de la inseminacién artificial con
semen fresco, puesto que, el proceso de congelacién y descongelacion del semen equino
presenta diversos problemas que incluyen la exposicion del espermatozoide a la
congelacion, el dafio producido por la formacién de cristales y los cambios intracelulares
debidos a la deshidratacion asociada a la formacién cristales intracelulares y procesos

oxidativos que van en detrimento de la célula durante la congelacién (Mesa y Henao, 2012).

4.2. Principales puntos criticos en la criopreservacion

espermatica

La crioconservacion ocasiona dafios en las células esperméticas por el estrés oxidativo,
térmico, mecénico y osmotico ocasionado por la exposicion a los crioprotectores y por el
proceso de congelacion y descongelacién. La magnitud de los dafios criogénicos, durante
el proceso de crioconservacion puede resultar en la disminucion de la movilidad, velocidad
espermatica y capacidad fertilizante del semen crioconservado descongelado. La dilucién
del espermatozoides en las soluciones crioprotectoras asi como las curvas de congelacion
y descongelacion producen cambios en la célula espermética que deterioran su calidad
(Tortolero et al., 2005)

15



Los cambios en la osmolaridad externa provocan dafios en la estructura y funcionalidad
celular, ya que generalmente el choque hiperosmatico induce alteraciones en el tamafio de
las células. El dafio celular cuando se utilizan tasas lentas de congelacion se relaciona con
la exposiciébn y la eliminacion de las condiciones hiperténicas ocasionada por los
crioprotectores y considerando que un aumento en la tasa de congelacion reduce al minimo
el tiempo de exposicion del semen a los crioprotectores y por tanto se esperaria una

disminucion del dafio ocasionado por el desequilibrio osmaético (Fernandez et al., 2009).

4.3. Principales areas de mejoramiento en la criopreservaciéon

Los avances biotecnologicos en los procesos de reproduccion asistida, exigen la
estandarizaciéon de diversos protocolos, entre ellos los de criopreservacién de semen
equino de ejemplares de alta genética, con el objeto de obtener material espermatico
disponible de manera sencilla y econdmica, para lo cual se hace necesaria una evaluaciéon
objetiva relacionada con las tasas de fertilidad in vivo y de ser posible una combinacion de
varias pruebas para permitir una mayor aproximacion al potencial fertilizante del semen

descongelado (Buitrago y Pérez, 2008).

El mantenimiento de la integridad del ADN durante la congelacion es una de las cuestiones
mas importantes con el fin de lograr la prefiez a través de la inseminacion con
espermatozoides. La aplicacion de SLC antes de la criopreservacion mejoraria la calidad
del esperma, aunque este efecto no se veria mejorado por la inclusion de SP (Al-Essawe
et al., (2018), a pesar de esto se requiere mas investigacion para estudiar el efecto de la
adicion de diferentes concentraciones de SP a espermatozoides seleccionados. A través
de la centrifugacioén coloide es posible eliminar las proteinas del SP lo que permite la adicién
de una cantidad conocida de SP para ser estudiadas y determinar el efecto en la

criosupervivencia espermatica (Usuga, Restrepo & Rojano, 2016).

De acuerdo al estudio realizado por Carneiro (2018) el uso de Coenzima Q10, un
antioxidante, podria utilizarse para mejorar el semen equino. La Coenzima Q10 promoveria
la integridad de la membrana plasmética ya que esta inhibiria la formacién de
hidroperéxidos y por lo tanto la proteccion de la membrana plasmatica frente a la oxidacion.
El uso de Coenzima Q10 seria mas eficaz cuando es afadido al extensor usado en la

centrifugacion en lugar de usarlo junto al extensor de congelacién, ya que es capaz de
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compensar la deficiencia de antioxidantes en los sementales con mala capacidad de

congelacion.

La afluencia de calcio a través de la membrana plasmatica a través de canales de calcio es
un mecanismo de sefializacion que explota depdésito extracelular ilimitado de este ion en
condiciones fisiol6gicas. Ha sido bien conocido que criolesion infligido a la membrana
plasmatica de las células de esperma, altera la actividad de la edad Voltios y los canales
de calcio-permeable de iones agonistas reguladas, alterando dramaticamente contenido de
calcio intracelular. De manera subsiguiente, afluencia continua de calcio pone en peligro las
mitocondrias por formacién del poro de transicion de permeabilidad y provocando de este
modo la pérdida en la motilidad del esperma. La funcién de la célula se ve comprometida

una vez que el potencial de membrana mitocondrial se pierde (Fernandez et al., 2009).

El estudio de Wu (2018) demostrd que la inclusién de un quelante de calcio ayuda a la
refrigeracion y de congelacion-descongelacién. El acrosoma, envoltura nuclear y las
mitocondrias son los principales depdsitos de calcio intracelular en los espermatozoides. El
uso de quelantes podria ser utilizado como una herramienta para prolongar la vida util de
los espermatozoides en condiciones de almacenamiento refrigerado y para mejorar la

congelacién-descongelacion.
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. Conclusioén

Los cambios que sufren las células espermaticas en el proceso de criopreservacion
tienen efectos negativos sobre los diferentes pardmetros espermaticos, al compararlos
con el semen pre-congelacion, inclusive en presencia del crioprotector. Lo cual indica
que el crioprotector y/o los protocolos empleados necesitan de m