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Use of frozen-thawed semen in equine artificial insemination programmes
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Veterinarias, INITRA, El uso de semen congelado en equinos presenta resultados muy variables. Los porcentajes de

Cétedra de Teriogenologia, prefiez con semen congelado descongelado por ciclo varian de 10% a 70%. Con respecto a la

Buenos Aires, Argentina dosis inseminante, si bien se ha recomendado el uso de 280 a 320 millones de espermatozoides
con movilidad progresiva, bajo condiciones experimentales es posible obtener resultados

E-mail: aceptables con dosis mds bajas de 50 a 100 millones. Para la inseminacion con semen

congelado se prefiere optar por el tipo de inseminacién intrauterina profunda, que consiste en
depositar la dosis en el fondo del cuerno uterino ipsilateral a la ovulacién. Las yeguas jévenes en
general presentan buena condicién uterina y ello aumenta sus probabilidades de prefiez. Es
importante realizar un correcto seguimiento ginecolégico, que permita determinar el momento
adecuado para inducir la ovulacién. Las hormonas empleadas para la inducciéon de ovulacién
pueden ser Gonadotrofina Coridnica humana (hCG) o deslorelina. Se puede optar también por
una inseminacién a tiempo fijo o por un protocolo de seguimiento ecogrdfico con inseminacién
dentro de las 6 horas de ovulacién. Este es el mejor protocolo y brinda los mejores resultados de
prefiez. Nuestro laboratorio maneja un protocolo que incluye el monitoreo cada 6 horas,
comenzando 24 horas luego de la induccién de la ovulacién, con una tasa de prefiez a primera
inseminacion del 73%. Si tenemos en cuenta que una de las desventajas en la inseminacion con
semen congelado es que su fertilidad suele estar disminuida, estos resultados son muy
alentadores, ya que son equiparables a los resultados obtenidos con semen fresco o refrigerado.
Esto representa una gran ventaja cuando se tiene almacenado semen congelado de padrillos
que murieron, que han sido vendidos al exterior, o incluso castrados.
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ABSTRACT

The use of equine frozen semen has variable results. Pregnancy rates per cycle may be between
10 to 70%. Although an inseminating dose of 280 a 320 x 10¢ progressive motile sperm (PMS)
has been recommended, under experimental conditions it is posible to obtain acceptable results
with doses of 50 to 100 x 106 PMS. Deep intrauterine insemination is prefered when using frozen
thawed semen, which consists in depositing the dose at the tip of the horn, ipsiltateral to ovulation.
Young mares usually have better uterine condition and that increase their chance of become
pregnant. It is important to make a correct follicular monitoring, in order to determine the right
time to induce ovulation. Ovulation may be induced with Human Chorionic Gonadotrophin (hCG)
or deslorelin. It posible to perform a fixed time insemination or to choose an ultrasound follicular
following protocol, inseminating within 6 h of ovulation. This option offers the best prenancy rates.
Our laboratory manages a protocol which includes ultrasound monitoring every 6 hours,
beginning 24 hous after induction of ovulation; this protocol had a first insemination pregnancy
rate of 73%. If we consider that one of the main disadvantages of frozen-thawed semen is
decreased fertility, these results are encouraging, since they are similar to those obtained with
fresh or cooled semen, so it may represent an advantage when having stored semen of stallions
that are dead, or have been sold or even castrated.
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INTRODUCTION

En los Gltimos afos el uso del semen congelado en equinos ha
incrementado su aplicacién, aunque ain dista de tener el uso
masivo y la eficiencia que observamos en especies como los
bovinos. En bovinos, los toros se han ido seleccionando
durante afios en base a la habilidad del semen para soportar
el estrés causado por los protocolos de criopreservacion. Esta
seleccion ha llevado a una respuesta positiva y uniforme en
aquellos toros elegidos para criopreservar. En equinos,
aunque se congele, almacene y descongele correctamente,
existe una respuesta muy variable entre padrillos ya que no
se ha aplicado este tipo de seleccién.

Entre las ventajas que ofrece el semen congelado, en
comparacién con el semen refrigerado, se encuentran: la
posibilidad de colectar en una época del afio concreta, sin
necesidad de ajustarse a la estacionalidad reproductiva; el
uso de semen de padrillos ya muertos o castrados; una
organizacién mds sencilla de los pedidos de semen, ya que
las dosis pueden mantenerse por tiempo indefinido,
permitiendo incluso su importacién y el uso més eficiente del
semen, ya que todo el eyaculado es procesado para producir
dosis seminales.

Existen algunas desventajas en la utilizacién de semen
congelado y generalmente se reportan menores tasas de
prefiez por ciclo. Esto se atribuye a diversos factores, entre
los que se citan: la variabilidad de los protocolos de
congelamiento; la fertilidad intrinseca de cada padrillo y la
menor longevidad del semen una vez depositado en el Utero
de la yegua (Cuervo-Arango, 2015). La gran variabilidad
entre padrillos determina que no se puedan estandarizar los
protocolos para el congelamiento de semen en equinos.
Existen diversos diluyentes utilizados cominmente pero
ninguno es necesariamente mejor que el otro para todos los
padrillos; cada padrillo parece preferir una férmula
especifica.

Seleccién de las yeguas para ser inseminadas con semen
congelado

Es importante que el veterinario concientice al criador de que
no todas las yeguas son aptas para ingresar a un programa
de inseminacién con semen congelado. Cada yegua deberia
ser sometida a un examen de aptitud reproductiva que
incluya: evaluacién de su conformacién perineal, palpacién,
ecografia, vaginoscopia y citologia. En algunos casos también
puede ser conveniente realizar un cultivo bacteriolégico y una
biopsia endometrial. De esta forma es posible corregir
defectos, mejorar la condicién uterina o decidir si no es

considerada apta para IA con semen congelado-
descongelado (Miller, 2008).

Dosis inseminante

Dada la variedad de criterios para reportar la dosis

inseminante y los diferentes factores en los distintos sistemas,
durante afios ha sido dificil estandarizar este pardmetro.
Para ello, la Federacién Mundial para la Cria de Caballos
de Deporte (www.wbfsh.org) establecié para sus paises
miembros el uso de una dosis de 250 x 10¢ espermatozoides
moéviles progresivos, con un porcentaje de motilidad
progresiva post-descongelado de 35%. No obstante este
valor muchas veces es mayor al que permite obtener buenos
resultados con cada padrillo.

Hay numerosos estudios que han ensayado rangos de dosis
sumamente variadas: Sieme et al. (2004) no obtuvieron
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diferencias entre 100 x 106 (55/123, 45%) vs. 800 x 106
(9/21, 43%) espermatozoides totales con 35% de movilidad
progresiva, mientras que si las hubo al comparar 50 x 106
(11/39, 26%), vs. 400 x 108 (19/39, 46%) espermatozoides
totales (Clément et al., 2005) y también 137 x 10¢ (14/35,
40%) vs. 27 x 108 (5/35, 14%) espermatozoides méviles
progresivos (Govaere et al., 2014). En nuestro equipo no se
obtuvieron diferencias al inseminar con dosis de 30-50 x 10¢
(16/21, 76%) vs. 60-200 x 106 espermatozoides méviles
progresivos (14/18, 78%) (Alonso et al., 2008).

Esto evidencia que la dosis minima para obtener resultados
aceptables es particular de cada sistema, y en ella influyen
muchos factores, ademds de la fertilidad intrinseca del
padrillo, como el protocolo de congelamiento, el manejo de
las yeguas, el tipo de maniobra de inseminacién, etc.

Induccién de la ovulacién

Al trabajar con semen congelado, debemos considerar lo
importante de realizar un correcto seguimiento ginecoldgico,
que incluya retajeo, palpacién y ecografia, que nos permitird
determinar el momento adecuado para inducir la ovulacién.

Se considera conveniente inducir ovulacién cuando la yegua
presenta conducta de celo, edema uterino visible por
ecografia, cérvix abierto a la palpacién y un foliculo mayor o
igual a 35 mm. Las hormonas empleadas para la induccién de
ovulacién pueden ser Gonadotrofina Coriénica humana (hCG)
(1800 a 2500 Ul EV), o andlogos de GnRH (Factor liberador
de gonadotrofinas hipotaldmico) como la deslorelina
biorelease (1ml IM) y andlogos de LH-RH (Factor liberador
hipotaldmico de LH) como la histrelina (0,5-1 mg IM). En la
yegua, la hCG tiene accidén principalmente LH e induce
ovulacién dentro de las 48 hs, mds frecuentemente entre las
36 y 42 horas post-aplicacién. La deslorelina y la histrelina
inducen ovulacién entre las 40 y 44 hs (Alonso et al., 2016).

Sitio de IA

El sitio donde se deposita el semen en una inseminacién
también juega un rol importante: el semen puede ser
depositado en el cuerpo uterino (inseminacién tradicional) o
en el extremo del cuerno uterino, en la unién uterotubdrica
ipsilateral al foliculo ovulatorio o a la ovulacién (inseminacién
profunda). Esta Gltima es la preferida desde hace varios afios
al inseminar con semen congelado. Para la inseminacién
profunda se puede optar entre la técnica histeroscépica o
inseminar por via transvaginal con ayuda transrectal. Aunque
los reportes iniciales sobre técnicas de inseminacién profunda
con dosis baja en la yegua estuvieron basados en
procedimientos guiados endoscépicamente para depositar el
semen en la unién uterotubdrica (papila), en trabajos més
recientes se ha utilizado la técnica de colocacién de la pipeta
de inseminacién transvaginal y luego por via transrectal guiar
el catéter flexible hasta el extremo del cuerno uterino, donde
se encuentra la papila. Esta Gltima opcién reporta mejores
resultados y permite prescindir de un equipo costoso como es
el endoscopio (Alonso et al., 2016).

NUmero de inseminaciones

La inseminacién con semen congelado requiere un manejo
particular ya que la criopreservaciéon pre-capacita a los
espermatozoides y reduce su capacidad de fertilizacién a un
lapso aproximado de 6 hs post-IA, por lo tanto es necesario
inseminar sobre ovulacién. Para ello, se puede optar por una
inseminacién a tiempo fijo o por un protocolo de seguimiento
ecogrdfico con inseminacién dentro de las 6 horas de
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ovulaciéon. Este es el mejor protocolo y brinda los mejores
resultados de prefiez.

En el caso de la |IA prefijada se han presentado varios
protocolos de IA, entre los que se menciona aquel que
contempla dos inseminaciones aproximadamente a las 30 y a
las 40 horas luego de la induccién de ovulacién. De este
modo es posible tener cubierto un rango de tiempo en el cual
es bastante probable que la yegua ovule, con
espermatozoides capaces de fertilizar presentes en la unién
Utero-tubdrica. Aunque este protocolo permite realizar menos
revisaciones de la yegua en el periodo periovulatorio, tiene
como desventajas el uso de dos dosis inseminantes y la
realizaciéon de dos maniobras de IA profunda, lo que implica
una mayor reaccién inflamatoria en el Utero y mayor riesgo
de contaminacién. Sin embargo, la mayor desventaja es el
costo de la dosis inseminante, especialmente cuando se trata
de semen importado o de gran valor genético (Baca Castex
etal, 2016).

Nuestro laboratorio maneja un protocolo que incluye el
monitoreo cada é horas, comenzando 24 horas luego de la
induccién de la ovulacién. Una vez detectada la misma se
insemina en la unidén uterotubdrica del cuerno ipsilateral
(cuerpo hemorragico visible por ecografia), utilizando un
catéter estéril flexible de 75 cm de longitud (Minitib®)
colocado por via transcervical y guiado por manipulacién
transrectal. Es posible completar este protocolo con la
aplicacién de 10 a 20 Ul de oxitocina 4 a 6 horas luego de
la inseminacién, para facilitar las contracciones uterinas que
ayudan a la evacuacidon de restos de diluyente,
espermatozoides muertos, etc.

Los porcentajes de prefiez promedio por ciclo para yeguas
inseminadas con semen congelado son del 30 al 40%.
Algunos padrillos pueden tener porcentajes de prefiez por
ciclo del 50 al 70% mientras que con el semen congelado de
otros padrillos no se logre obtener una prefiez. En general, el
porcentaje de prefiez promedio por ciclo para semen
congelado es un 5 a 10% mdés bajo que el obtenido con
semen refrigerado (Sanchez et al., 2009)

En un estudio retrospectivo sobre 85 yeguas de entre 3y 15
afios de edad en las que se aplicé este protocolo se obtuvo
una tasa de prefiez a primoinseminacién del 72,9%
(Caldevilla y Miragaya, comunicaciéon personal). Si tenemos
en cuenta que una de las desventajas en la inseminacién con
semen congelado es que su fertilidad suele estar disminuida,
estos resultados son muy alentadores, ya que son
equiparables a los resultados obtenidos con semen fresco o
refrigerado. Esto representa una gran ventaja cuando se
tiene almacenado semen congelado de padrillos que
murieron, que han sido vendidos al exterior, o incluso
castrados.

Procedimientos post-inseminacion

En respuesta a estas maniobras de inseminacién, pueden
evidenciarse diversas reacciones por parte de la yegua, como
contracciones miometriales e inflamacién uterina, que se
reflejan con mayores niveles de neutréfilos y presencia de
liquido intrauterino. Esta inflamacién es inicialmente una
respuesta fisiolégica normal al servicio, pero se ve
exacerbada por componentes del diluyente de semen (Miller,
2008). Las yeguas jovenes y con buena condiciéon uterina
suelen estar mejor preparadas para resolver este tipo de
reacciones y ello aumenta sus probabilidades de prefiez. En
estas yeguas con condicién uterina adecuada la reaccién
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inflamatoria alcanza su mayor nivel a las 8 hs post-
inseminacién y el liquido deberia ser evacuado a las 12 hs
post-inseminacion.

En los casos en que sea conveniente tomar medidas que
ayuden a resolver esta inflamacién post-inseminacién, es
posible actuar a partir de las 4 horas de haber inseminado.
Las opciones de tratamiento van desde mdltiples inyecciones
de oxitocing, la realizacién de lavajes uterinos, el uso de
antibidticos y la aplicacién de dexametasona (240mg IM).

CONCLUSION

Todo indica que en el futuro la demanda de semen
congelado seguird creciendo junto con la industria equina. Ello
requerird de avances en las técnicas de congelamiento, asi
como del uso de protocolos de manejo que incluyan un
metédico seguimiento de la dindmica folicular para
determinar el momento y las condiciones éptimas para la
inseminacién.
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