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RESUMEN

Dada la importancia de los equinos a nivel nacional ha existido la necesidad de
aplicar diferentes biotecnologias reproductivas con el fin de mejorar los
parametros reproductivos un ejemplo principal y como base en la conservacion
de material genético de esta especie es la congelacion de esperma la cual se ha
investigado a través de los afios con diluyentes a base de glicerol (GLY),
metilformamida (MF) o dimetilformamida (DMF). En este estudio se analizaron
dos sementales Cuarto de Milla, el eyaculado de cada semental se dividio en dos
partes para tratamiento 1 (diluyente para congelar semen equino botucrio
“botupharma”) y la otra mitad para el tratamiento 2 (diluyente para congelar
semen equino Freezin CryoMax LE “animal reproduction systems”). Las pajillas
se evaluaron pos descongelacién después de un mes a una temperatura de 40°C
por 20 segundos. Los resultados obtenidos en esta investigacion no mostraron
diferencia significativa estadisticamente (P>0.05) en concentracion espermatica
y parametros cinematicos respectivamente. Por lo cual concluimos que es
necesario incrementar la n para que nuestro experimento sea mas representativo
y conocer el efecto que tienen los diluyentes sobre la calidad espermatica pos

descongelamiento.

Palabras clave: Sementales, Congelacién, Pos descongelacion, Cuarto de Milla



l. INTRODUCCION

Dada la importancia que tienen los caballos en todo el mundo, especialmente a
nivel nacional (Diaz-Rojas et al., 2023a), surge la necesidad de preservar la
genética de caballos que cumplan con los requisitos de las ganaderias ha llevado
a los investigadores a buscar diferentes formas de lograr este objetivo.
Actualmente, la congelacién de esperma es la biotecnologia méas utilizada para
la criopreservacion de material genético. El objetivo principal de este
procedimiento es reducir el dafio celular que sufren las células durante la
congelacion y descongelacion. Si estos procesos se realizan incorrectamente, a
menudo resultan en dafios estructurales y funcionales que reducen en gran
medida su viabilidad (Lucero, 2019), deshidratacion, aumento de la salinidad y
manifestaciones de shock osmético (Vera y Javiera, 2018). Estos cambios son
causados por los cambios de temperatura que ocurren durante la
criopreservacion, que afectan los organulos y membranas de los

espermatozoides, reduciendo su reaccion acrosémica (Alvarenga et al., 2004).

A pesar de diversos avances en la mejora de esta biotecnologia, se estima que
solo el 50% de los espermatozoides sobreviven a la congelacion y
descongelacién (Melo et al., 2007), lo que significa que las tasas de fertilidad se
reducen significativamente como resultado de la inseminacion artificial (Squires
et al., 2004). Cuando se trata de congelar el material genético de los caballos
mediante vapor de nitrégeno o también conocido como método tradicional o
convencional, lo mas habitual es congelar esperma. Sin embargo, la motilidad,
viabilidad e integridad de la membrana del espermatozoide parecen disminuir
durante la congelacion y descongelacién. Por lo tanto, esta investigacion
pretende ver el efecto de dos crioprotectores sobre la calidad seminal pos

descongelamiento.



1.1 Hipotesis
La calidad seminal influirhd dependiendo del tipo de crioprotector que se utilice.

1.2 Objetivo

Determinar el efecto de dos diferentes crioprotectores en la calidad seminal de
caballos.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Sistema reproductor masculino

El sistema reproductor masculino se encuentra constituido de distintos érganos
en los cuales se lleva a cabo la produccién de espermatozoides y de un conjunto

de hormonas propias al sexo (Cuellar, 2001).

Los drganos genitales masculinos los podemos los podemos clasificar en

Genitales externos y Genitales internos.
2.1.1 Genitales externos

Pene, es el 6rgano encargado de llevar acabo la copulacion, su estructura
consiste primordialmente de tejido eréctil (Sisson y Grossman, 1992). Tiene su
origen en el isquion y el cual se extiende hasta el glande, rodeando de esta
manera la parte terminal de la uretra. Este también participa dentro del sistema

urinario del semental (Shively, 1987).

Prepucio, se encuentra conformado por una capa doble de piel delgada, la cual
se encarga de cubrir la parte libre del pene cuando este se encuentra en reposo.
Actla de manera que este se invagina sobre si mismo en la parte craneal que da
salida al pene cuando se produce una erecciéon (Cuellar, 2001). El prepucio, se
constituye de dos porciones, externa e interna, la porcion externa también
denominada como lamina, se extiende desde la base del escroto a una distancia
de 5 a 7.5 cm del ombligo, donde esta se ve reflejada de manera dorsal y caudal
para formar el borde grueso del orificio prepucial. La porcion interna se encuentra
de forma caudal del al orificio prepucial a una distancia de 15 a 20 cm, este cubre

la parte externa del prepucio (Sisson y Grossman, 1992).

Saco testicular, forma un engrosamiento de la pared abdominal del semental. Se
encuentra situado en la region anterior de los huesos pubicos, en su interior se

posicionan los testiculos. Su estructura se encuentra compuesta del escroto,



saco vaginal y de los musculos elevadores de los testiculos (Musculo cremaster)

(Lamping y Garcia, 1996).

Escroto, se encuentra compuesto de piel y una porcién de la envoltura de
musculo elastico, la cual se encarga de la formacion de dos cavidades donde se
alojaran los testiculos (Lamping y Garcia, 1996). En sementales maduros se
localizan en el interior del escroto los testiculos y epididimo, el cual se encarga
de brindar una termorregulacion en su interior para que se pueda llevar a cabo el

proceso de espermatogeénesis (Shively, 1987).
2.1.2 Genitales internos

Testiculos, cuentan con una funcion especifica, la cual consiste en la produccion
de espermatozoides y de la hormona sexual correspondiente la cual recibe el
nombre de testosterona (Shively, 1987). Se encuentran situados dentro de la
region prepubica, en el interior del saco testicular también denominado como
escroto (Sisson y Grossman, 1982). Son 6rganos que se encuentran en pares,
los cuales poseen una forma alargada y ovalada, con un peso promedio de 200
a 300 gramos cada uno (Lamping y Garcia,1996), con una medida de 10 a 12 cm

de largo y de 6 a 7 cm de ancho (Sisson y Grossman, 1982).

Figura 1: Testiculo y corddon espermatico derecho del caballo, descubierto. a:
superficie lateral del testiculo, c: tunica vaginal, cortada y reflejada. D: reflexion
de la tunica vaginal e: mesorquio g: cola h: cuerpo i: cabeza del epididimo k: bolsa



testicular I: vasos testiculares a través de la tanica vaginal m: extremo de la a.
testicular.

Epididimo, segun Shively (1987), es un érgano con una forma alargada el cual
se encuentra unido a las génadas (testiculos) y se encarga de recibir las células
sexuales inmaduras que son transportadas por medio de los conductos eferentes
los cuales se unen al epididimo y se puede llevar acabo la maduracion de estas
células. En su interior se lleva a cabo la nutricion y movilidad de los
espermatozoides, lo cual de esta manera se pueden conservar con vida. El
epididimo se encuentra constituido por 3 secciones, denominadas como cabeza,
cuerpo y cola lo cual esta ultima se encuentra unida al conducto deferente

(Lamping y Garcia, 1996).

La cabeza del epididimo se conectada por medio de los conductos eferentes al
testiculo por medio de tejido conectivo y membranas serosas (Sisson y
Grossman, 1982).

Conductos deferentes, también denominado como vas deferens (Sisson y
Grossman, 1982). Se encarga del transporte de los espermatozoides de la cola
del epididimo a la regién de la uretra. Forma parte del paquete del cordén
espermatico junto con los vasos y nervios testiculares (Shively, 1987).

Corddn espermatico, tiene sus inicios en el anillo inguinal profundo, donde su
contenido se extiende de manera oblicua y ventralmente por medio del canal
inguinal, pasando por el lateral del pene para asi poder terminar en el testiculo
(Sisson y Grossman, 1982). Constituye un grupo de estructuras las cuales se
extienden desde la porcién caudal del testiculo por medio del conducto inguinal,
dentro de su contenido se incluye estructuras como lo son el conducto deferente
junto con sus vasos Yy arterias, nervios testiculares y también el musculo

cremaster (Shively, 1987).

Préstata, la glandula prostatica se encuentra presente en los diferentes

mamiferos domésticos (Shively, 1987), se encarga de producir el liquido



prostatico el cual ayuda a estabilizar el nivel de PH en la uretra para el paso de
los espermatozoides (Cuellar,2001). La secrecion producida por la préstata forma
parte del eyaculado en una proporcién del 25-30% (Galina y Valencia, 2008),
Lamping y Garcia (1996) redactan que dicha glandula es la encargada de brindar

el olor especifico del semen.

Vesicula seminal, se encuentran constituidos por dos sacos piriformes
alongados, que se ubican en la parte caudal de la vejiga, en el equino es de un
didmetro que oscila en los 15 cm de largo con didmetro de 5 cm (Sisson y
Grossman, 1982). Dichas glandulas desembocan en los conductos deferentes

utilizando a los conductos eyaculadores de la uretra (Shively, 1987).

2.2 Endocrinologia reproductiva

Un aspecto importante en los ritmos circadianos, es que estos se pueden
sincronizar por medio de un factor ambiental como lo es la duracion del dia, el
cual se presenta sobre un reloj interno también denominado como reloj biolégico.
Este se encarga de sincronizar aspectos como los ritmos hormonales en los

equinos (lzquierdo, 1996).

Dentro de los pardmetros fisiol6gicos se presenta un equilibrio que frente a
cualquier alteracién del medio externo se presenta lo que se denomina como una
homeostasis. Los 6rganos sensoriales se encargan de recibir informacion en los
cambios producidos durante un dia normal y esta informacién se envia al cerebro
el cual se encargara de controlar los ritmos y funciones de los érganos (lzquierdo,
1996).

La especie equina se caracteriza por ser fotosensibles llevandolos a ser animales
estacionales, es decir de dias largos (Chemineau, 1993). La produccion de la
hormona melatonina la cual es de origen pineal, convierte la informacion
fotoperiodica en una sefial. Una vez sintetizada la melatonina esta se libera

atreves del sistema vascular lo cual le permite de esta manera acceder a fluidos



y a ciertos compartimientos celulares, como lo es el semen y foliculos

preovulatorios (Guerrero et al., 2007).

El semental equino (potro) presenta variaciones a nivel estacional (Diaz-Rojas et
al., 2023b), la cual repercute en su actividad espermatogenica presentando un
aumento en el volumen de semen en los meses de abril-septiembre (Chemineau,
1993).

El semental equino (potro) presenta un incremento de los tubulos seminiferos
durante la temporada reproductiva a comparacion de otros meses del afio. De
igual manera se presenta un aumento de testosterona dentro del parénquima
testicular, esto se ha demostrado ser mayor durante los meses de abril a
septiembre, presentando un aumento del 65% en la produccion de
espermatozoides (Bustos y Torres, 2012).

2.2.1 Hipotalamo-hipéfisis- testicular

Dentro del organismo se encuentra el sistema hipotalamo-hipéfisis, el cual
permite que pequefas cantidades de hormonas liberadoras actien en células
pertenecientes a la hipdfisis anterior, antes de incorporarse a la circulacién
sistémica. Dentro de estas vias neuronales solamente se incluyen neuronas
excitatorias, las cuales causan excitacién y activaciéon de neuronas y algunos
tejidos (Garcia, 2018).

Las funciones reproductoras del semental comienzan con la produccion y
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) la cual es

segregada por medio del hipotdlamo (Guyton y Hall, 2016).

La secrecion de la hormona GnRH se lleva a cabo dentro del area craneal del
hipotalamo, el cual se encarga de la sintesis de hormonas liberadoras (Garcia,
2018).

La hormona GnRH se encarga de enviar el estimulo a la adenohipdfisis la cual

se encargara de secretar dos hormonas, las cuales consiste en la hormona



Luteinizante (LH) esta se encarga de enviar estimulos para llevar a cabo la
secrecion de testosterona en los testiculos, la segunda hormona se trata de la
hormona foliculo estimulante (FSH) esta se encarga principalmente del estimulo
para llevar a cabo la espermatogénesis en el semental (Guyton y Hall, 2016).

2.3 Espermatogénesis

El proceso de espermatogénesis da inicio en el epitelio germinal el cual alberga
las células sexuales masculinas primarias que se encuentran en constante
division, de esta manera forman nuevas células que se envergaran en la luz
interior de los tubulos seminiferos, convirtiéndose en espermatozoides (Frandson

y Spurgeon, 1995).

En todo este proceso las células de Sertoli llevan a cabo la liberacién de los
espermatozoides en el interior de los tabulos. Durante el proceso las células de
Sertoli llevan a cabo la fagocitosis del citoplasma del espermatozoide y de las
células germinales las cuales se deterioraran durante el proceso de

espermatogénesis (Galina y Valencia., 2008).

Los factores endocrinos estan constituidos de un grupo de hormonas que son
secretadas dentro del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Testicular, las cuales son las
encargadas de llevar a cabo el proceso de espermatogénesis en el semental.
Bajo los estimulos adecuados el hipotdlamo se encarga de secretar GnRH que a
su vez esta se encarga del estimulo y secrecion de otras hormonas como lo son:
LH, FSH y Gonadotropina (Roser, 2001).

2.3.1 Fases en la espermatogénesis

Se divide en tres distintas fases en las cuales en cada una de ellas se llevan a

cabo el proceso de la espermatogénesis.

La Fase de Proliferacién, consiste en llevar acabo todas las divisiones mitéticas
de la espermatogenia. Distintas generaciones de A- espermatogonia son



sometidas a realizar divisiones mitéticas, las cuales se encargan de generar un
gran numero de B- espermatogonia, las cuales son pieza importante en la fase
de proliferacion de células madres. De esta manera existe una renovacion
constante de células las cuales permiten un nuevo desarrollo de células

espermatogenias (Eelen y Kalucka, 2017).

La segunda fase que se lleva dentro del proceso de espermatogénesis es
denominada como Fase Meibtica, durante este proceso se lleva a cabo la
complejidad genética de esta manera garantizando la réplica de DNA durante la
produccion de espermas secundarios de esta manera evitando permitiendo que

existan dos células espermaticas iguales (Rodriguez-Almeida et al., 2008).

Eelen y Kalucka (2017) definen a la tercera fase de espermatogénesis como el
proceso de diferenciacion, dicha fase es caracterizada porque una célula
espermatida esférica indiferenciada pasa por un proceso de modificacion la cual
brinda como resultado la creacién de una nueva célula espermatida esférica
totalmente diferente, en su totalidad modificada a un espermatozoide el cual
cuenta con estructuras como lo son cabeza en la cual se encuentra el material

genético, un flagelo con una hélice mitocondrial.
2.3.2 Capacitacion Espermatica

Las células esperméaticas en los mamiferos pasan por distintos cambios en su
estructura y cambios bioquimicos, esto sucede cuando recorren el tracto genital
de la hembra, este proceso es denominado como capacitacion espermatica (C.E)
(Rodriguez-Almeida et al., 2008).

El proceso en el cual el espermatozoide transcurre desde el epididimo ubicado
en el testiculo del semental hasta el ovocito en la hembra es denominado

capacitacion espermatica (Salazar-Cartin, 2019).
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2.4 Parametros espermaticos en el semen equino

Se ha demostrado mediante el avance de las biotecnologias reproductivas, que
solo un porcentaje que va del 30-40% de los equinos reproductores, poseen
semen de calidad suficiente para crio preservarse (Restrepo et al., 2016).

Dentro de los distintos parametros que son utilizados para la evaluacion de la
resistencia del semen antes de ser sometido a cambios fisiologicos y
ambientales, se evallan parametros como la viabilidad (Giraldo et al., 2006),
concentracion espermatica, motilidad la cual nos ayuda a determinar el
porcentaje de células espermaticas que cuentan con movimientos de manera
lineal, morfologia que ayuda a encontrar anomalia en el espertozoide y podemos

determinar esto con el uso de un examen de tinciéon (Muradas, 2013).

En la actualidad uno de los métodos mas empleados para la obtencion de
medidas precisas y objetivas de motilidad esperméatica es mediante el uso de

andlisis de semen asistido por computadora (CASA), (Muradas, 2013).

2.4.1 Factores que dafian la calidad seminal

En el ambito de reproduccion equina, existen distintos factores que pueden dafar
la calidad espermatica y por consecuencia influir en la taza de prefies en las

yeguas inseminadas (Brinsko et al., 2000).

La célula espermatica posee una gran sensibilidad a distintos factores
ambientales, como lo es agua, luz solar, cambios bruscos de temperatura y
también agentes externos como por ejemplo el uso de jabon y soluciones
antisépticas. Es por esto que el semen se le debe de brindar un manejo
cuidadoso desde su colecta hasta el momento del procedimiento ya sea la

inseminacion o criopreservacion del mismo (Cordova-lzquierdo et al., 2006).

Un factor primordial que dafa la calidad del espermatozoide es durante el
procedimiento de congelacién y descongelacién, ya que este manejo provoca

cambios en las funciones y estructuras del espermatozoide, entre los dafios que
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provocan este proceso se encuentran la fragmentacion del ADN espermatico,
translocacion de la fosfatidilcerina y dafios en la estructura del acrosoma
(Cabrera et al., 2014).

De igual manera durante la técnica de criopreservacion se llevan a cabo
numerosos factores que interfieren en la viabilidad del semen, por ejemplo, la
cadena de enfriamiento del semen previamente diluido, la técnica de recoleccion
y materiales empleados en el proceso, el tiempo tomado en lo que se lleva acabo
el almacenamiento y manejo del mismo, técnica de envasado, el tipo de diluyente

a emplearse, etc. (Brinsko et al., 2000).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion y manejo de los sementales

El experimento se realizé durante el mes de agosto- septiembre en la Comarca
Lagunera México, localizada a una latitud 26° 23"N y una longitud de 104° 47" O.
Se evaluaron dos sementales de la raza Cuarto de Milla con una edad promedio
de 9 afos.

3.2 Disefio experimental

Para la recoleccién de semen se utilizaron dos sementales a los cuales se les
realiz6 la recoleccién mediante una vagina artificial tipo Botucatu, del eyaculado
se dividié a la mitad uno para el tratamiento 1 (Butocrio, diluyente para congelar
semen equino botucrio “botupharma”) y la otra mitad para el tratamiento 2
(CryoMax, diluyente para congelar semen equino Freezin CryoMax LE “animal
reproduction systems”). Después de congelar al mes se evalu6é una pajilla de

cada diluyente, descongelando a 40°C durante 20 segundos.

SRR

Figura 2: Vagina artificial tipo Botucatu a utilizar.



13

Figura 4: Semental Ampuero Wimpys Crome

3.3 Evaluacién seminal

Los parametros cinematicos de los espermatozooides y la concentracion
espermatica se determinaron con el sistema CASA (Computer Asisted Sperm

Analysis System), en base la concentracion espermatica y a los espermatozoides
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moviles totales (MT %), la motilidad progresiva (MP %), velocidad rectilinea (VSL

pm/s), velocidad de trayectoria (VAP um/s) y velocidad curvilinea (VCL pm/s).

Figura 5: Empleo y uso de Computer Asisted Sperm Analysis System (CASA)

para evaluacion seminal de las pruebas a utilizar.

3.4 Analisis estadistico

Todas las variables fueron analizadas utilizando el programa SAS (OnDemand
for Academics Dashboard). Se llevé a cabo un analisis con Tukey con valores de

significancia de P<0.05.
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IV. RESULTADOS

Los resultados en esta investigacion sobre los dos tipos diferentes de
criopreservacion en el espermatozoide equino observamos que no existié
diferencia estadistica en concentracion espermatica (P>0.05) dado que de
acuerdo al proceso de congelacion es la adecuada para las pajillas de 0.5 ml. En
el presente estudio los parametros cinematicos, espermatozoides moviles totales
(MT %), motilidad progresiva (MP %), velocidad rectilinea (VSL um/s), velocidad
de trayectoria (VAP um/s) y velocidad curvilinea (VCL um/s) de los sementales

no difirieron entre si (P>0,05) respectivamente (figura 6).

180
d
160 T
a
140 T
120
A
100 a4
a a
80 T
60
a 4
40 i a T 7
d
20 7 T T .
D || -
CONC MOT MOP VSL VAP VCL
® Butocrio CryoMax

Figura 6: Concentracion espermatica (CONC %) y parametros cinematicos,
espermatozoides moviles totales (MT %), motilidad progresiva (MP %), velocidad
rectilinea (VSL um/s), velocidad de trayectoria (VAP um/s) y velocidad curvilinea
(VCL um/s) del semen equino criopreservado con dos diluyentes Butocrio y
CryoMax. Superindices iguales (a) indican que no hay diferencia estadistica
significativa (P>0.05).
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V. DISCUSION

Se han estudiado numerosos crioprotectores penetrantes distintos del glicerol
para congelar el semen, Smith y Polge (1950), congelaron por primera vez
espermatozoide equino y en 1957 se reportd el primer embarazé con semen
congelado por Barker y Gandier. Estos resultados contrastan con lo reportado en
un estudio que se realizé con espermatozoide de conejo en los que los
paradmetros cinematicos fueron mas altos con el diluyente a base de glicerol
(Dalimata & Graham, 1997), y en aves (Lake & Ravie, 2000). Sin embargo,
concuerda con lo reportado en un estudio que se realizé con truchas (Mcniven et

al., 1993), lo que nos indica que existe una variacion entre las especies.

Una posible explicacion a los resultados obtenidos es el nimero de nuestra, sin
embargo, por cuestiones de manejo y presupuesto el estudio no permitié poder
analizar mas muestras, Chen et al. (1996), mencioné que los espermatozoides
congelados en diluyentes con sacarosa produjeron una mejor motilidad pos
descongelacién en comparacion con los que fueron congelados con el diluyente

a base de glicerol.

Los diferentes resultados se pueden deber o estar relacionados con la cantidad
de sementales o por la clasificacion de buenos o malos congeladores, por
ejemplo, en un estudio donde solo evaluaron a sementales buenos congeladores
se obtuvieron mejores parametros cinematicos (Vidament et al., 2002) y en otro
resultado donde se utilizé mayor nimero de sementales existi6 mayor
variabilidad en los parametros cinematicos de los espermatozoides (Medeiros et
al., 2002).

En otro estudio compararon diferentes formas quimicas de amidas DMF MF DMA
con GLY utilizando sementales buenos y malos congeladores seis como buenos
congeladores y 12 como sementales malos congeladores después de congelar
el semen en un diluyente que contenia GLY se observo la capacidad de las
aminas como crioprotectores ya que todas las aminas fueron estadisticamente

mejor que el glicerol (Alvarenga et al., 2005).
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Esto se puede deber al estrés osmoético que es inducido por la adicién o la
eliminacion de glicerol siendo un factor importate en el proceso de proteccion

durante el congelamiento y descongelamiento (Alvarenga et al., 2005).
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VI. CONCLUSION

En esta investigacion podemos concluir gue no existe diferencia estadistica entre
los dos crioprotectores analizados. Sin embargo, se ve la necesidad de
incrementar el numero de sementales o eyaculados para que nuestro
experimento sea mas representativo y conocer el efecto que tienen los diluyentes

sobre la calidad espermética pos descongelamiento.
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