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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: El semen criopreservado ofrece beneficios adicionales no presentes en el semen refrigerado. Sin embargo, varios
factores afectan al éxito en la inseminacion artificial con semen congelado de caballos. El objetivo del trabajo es evaluar si la adicion de
plasma seminal a diferentes concentraciones, sobre espermatozoides equinos descongelados, afecta a la motilidad espermatica, viabilidad y
a nivel de membrana. Material y métodos: Se utilizaron diferentes razas, cuatro sementales de silla, y dos sementales de tiro. En un primer
experimento el semen descongelado se centrifugd, mientras en el segundo no se centrifugd. A continuacién, se adicion6 el plasma seminal al
10, 20, 30% suspendido en solucion tampdn fosfato y plasma seminal puro (100%). Resultados: En los caballos de silla el plasma seminal
no afecto a los parametros estudiados (p>0,05), pero se aprecié un posible efecto toxico del plasma seminal puro sobre las caracteristicas
espermaticas. En las muestras con plasma seminal de los caballos de tiro, se observaron unos indices mejores en espermatozoides vivos
con acrosoma intacto que en las muestras control. Asimismo se obtuvo un porcentaje menor en espermatozoides reaccionados que en las
muestras control, encontrando en esta categoria una diferencia significativa (p<0,05). Conclusiones: La incubacion de los espermatozoides
descongelados con plasma seminal puede frenar la reaccion acrosémica, reflejado este hecho, en los bajos porcentajes de espermatozoides
que han sufrido la verdadera reaccion acrosémica.
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Effect of seminal plasma addition on frozen-thawed equine semen

SUMMARY

Background and objectives: Stallion sperm cryopreservation offers benefits not available in cooled semen. However various factors affect
the success of artificial insemination with frozen-thawed equine semen. This study aims to evaluate if adding different concentrations of
seminal plasma on frozen-thawed equine spermatozoa affects sperm motility, viability and membrane status. Material and Methods: Dif-
ferent breeds were used; four saddle stallions and two draft stallions. In the first experiment thawed semen was centrifuged and in the second
one it was not. Subsequent to that, the spermatozoa resuspended with 10, 20, 30% seminal plasma in phosphate buffered saline and pure
seminal plasma (100%). Results: semen parameters of saddle stallions were not affected (p>0,05), but a possible toxic effect of
pure seminal plasma was observed on sperm characteristics. Seminal plasma samples in draft breed got better rates in viable
sperm with intact acrosome. A lower percentage was also found on spermatozoa with acrosome reaction than in control sam-
ples. This category showed significant differences (p<0,05). Conclusions: Post-thawing spermatozoa incubation with seminal
plasma can stop acrosome reaction, due to the low percentage of spermatozoa suffering true acrosome reaction.
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INTRODUCCION tozoides equinos después de la criopreservacion, cuando el esperma

centrifugado fue reconstituido con un 20% de PS y posteriormente

En la especie equina, normalmente el plasma seminal (PS) es
apartado del semen durante el proceso de criopreservacion, dejando
aproximadamente un 0-5% del volumen original de PS!. Sin em-
bargo, se han obtenido porcentajes altos de motilidad en esperma-
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incubados a 5°C durante 2 horas antes de congelar, en comparacion
con las muestras controles en las cuales todo el PS fue retirado?.
Asimismo, espermatozoides equinos que exhibian bajas motilidades
post-descongelacion (<20%), fueron complementados con PS (30%)
de sementales que producian semen con indices altos de criosuper-
vivencia (motilidad =30%), consiguiendo asi, que un gran nimero
de espermatozoides superara la criopreservacion. Por el contrario,
en sementales con buena calidad seminal post-descongelacion, la
adicion de PS de caballos con baja calidad seminal tras la descon-
gelacion, disminuyd la motilidad progresiva post-descongelacions.
Se demostré asi, que la composicién del PS es uno de los factores
que determina la capacidad de los espermatozoides de un semental,
para sobrevivir tras la criopreservacion. En un estudio posterior no
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se observo ningun efecto al resuspender tras centrifugar, distintas
concentraciones de PS (0,5,10,20,40,80%), y medidas a los 10 y 90
minutos post-descongelacion. En cambio, si que se vio un efecto
perjudicial del PS en la criosupervivencia espermatica, al incubar
los espermatozoides con niveles superiores al 20% de PS durante
largos periodos antes de la congelacion®.

Similarmente, se ha visto que una variabilidad individual en el
PS tiene un papel importante en la motilidad de los espermatozoides
refrigerados®6. EI PS equino es diluido y apartado mediante cen-
trifugacion ya que ha demostrado ser un medio dafiino durante el
enfriamiento y almacenamiento”®. Se sabe que aplicando una alta
dilucion, se reduce el efecto negativo del PS en el semen enfriado®®.
Sin embargo, la centrifugacion y separacién de todo el PS provoca
una motilidad espermatica mas pobre después del almacenamien-
to a 5°C durante 24h, comparado con las muestras que contienen
5-20% de PS'. Brinsko y cols.> observaron que la centrifugacion y
eliminacion parcial del PS son beneficiosas para aquellos caballos
cuyos eyaculados tienen poca tolerancia a la refrigeracion y almace-
namiento. Esto provoca un aumento en el porcentaje de espermato-
zoides con motilidad progresiva.

Diferentes autores han encontrado componentes en el PS que
son importantes para el desarrollo y maduracion de los espermato-
zoides en el tracto genital femenino. El incremento del transporte
espermatico, la precipitacion de la ovulacion, y el aumento del flujo
sanguineo al Utero y oviducto se han asociado a la presencia de PS
en caballos y cerdos*-4,

Troedsson y cols.*® encontraron que el PS protege a los esper-
matozoides viables de la fagocitosis por los polimorfonucleares, au-
mentando la supervivencia en un medio uterino hostil y asegurando
que un suficiente nimero de espermatozoides alcance el oviducto
para fertilizar. EI PS equino participa en la regulacion del sistema
inmune, y parece ser un factor importante en la regulacion de la
endometritis inducida por la cubricion'é”. EI PS equino reduce o in-
hibe la quimiotaxis, la fagocitosis y la activacion del complemento
in vitro®,

Diferentes estudios, utilizando la tincion de clortetraciclina, han
confirmado que la criopreservacion puede causar cambios en el es-
tado de la membrana funcionalmente equivalentes a la capacitacion
en espermatozoides de raton'®, verraco®, y morueco?'. Los resulta-
dos de Schembri y cols.? estan en concordancia con los descubri-
mientos de estos autores, indicando que la criopreservacion induce
un cambio similar a la capacitacién en espermatozoides equinos.
Se ha demostrado en espermatozoides ovinos que el PS limita el
desarrollo de la capacitacién post-descongelacion®. Estos autores
publicaron que la resuspension de los espermatozoides tras su des-
congelacion en solucion tampon fosfato (PBS) con un 20% de PS
mejora la motilidad espermatica, retrasa los cambios similares a la
capacitacion y por consiguiente la reaccion acrosémica, y ademas,
aumenta la integridad de membrana permitiendo incrementar la fer-
tilidad después de la IA cervical. Estos resultados demuestran que
los dafios funcionales de los espermatozoides durante la criopreser-
vacion pueden ser evitados mediante la adicion de PS, probablemen-
te a través del efecto de descapacitacion combinado con la mejora en
el transporte espermatico.

Por lo tanto, se ha observado que el proceso de capacitacion in-
ducido por la criopreservacion es reversible resuspendiendo PS a
distintas concentraciones, lo que parece que alargaria la vida Gtil de
los espermatozoides descongelados post-inseminacion.

MATERIALY METODOS
Animales y preparacion del semen

Para la realizacion del trabajo se utilizaron seis sementales, cuatro
caballos de silla (tres Pura Raza Espafiola, uno Pura Raza Arabe) y
dos caballos de tiro (Raza Bretona), elegidos entre los 57 que poseia el
Ejército Espafiol en el Depoésito de Sementales de Zaragoza, en base
a los éptimos indices de fertilidad obtenidos en las temporadas repro-
ductivas anteriores. Todos ellos se encontraban en un correcto estado
de salud y sus edades se comprendian entre los 7 y 15 afios.

Las extracciones seminales se realizaron durante los meses de
Febrero y Marzo de 2006, obteniendo un Unico eyaculado de cada
animal, haciendo asi, un total de seis eyaculados para el trabajo ex-
perimental. Para la coleccion del semen se utilizé una vagina artifi-
cial, modelo Hannover, con ayuda de una yegua en celo. Las caracte-
risticas de los sementales seleccionados y sus eyaculados se reflejan
en la Tabla 1:

El semen nativo mantenido a 37°C, se mezcl6 en una proporcion
1:4 con el diluyente comercial Equi-Pro de la casa Minitlib y se cen-
trifugé a 600g durante 15 minutos. Después de la centrifugacion se
elimind el sobrenadante del tubo de centrifuga, dejando un 5% del
medio de centrifugacién junto con el pellet y fue resuspendido en
el medio de congelacion Gent (Minitlb). La dilucion se realizé en
funcidn de la concentracion deseada (cada pajuela llevaria 200 x 106
espermatozoides / 0,5 ml). El llenado de pajuelas de 0,5 ml se llevé
a cabo manualmente en una habitacion a 4°C, permaneciendo en
esta cdmara el tiempo necesario para completar las 2,5-3 horas de la
curva de enfriamiento. A continuacion preparamos una congelacién
mediante exposicion a vapores de nitrégeno. Las pajuelas se colo-
caron horizontalmente sobre la rejilla de congelacion a 5 cm con
respecto al nitrégeno liquido. Se dejé actuar a los vapores durante
10 minutos, que hicieron descender la temperatura hasta los -120°C.
Por ultimo se volcaron las pajuelas con cuidado y fueron introduci-
das en un tanque de nitrégeno liquido que hizo descender la tem-
peratura rapidamente hasta los -196°C definitivos de conservacion.

Preparacion del plasma seminal

Se contd con 3 caballos de fertilidad conocida y el protocolo fue
el utilizado por Maxwell y cols.?, en el cual para la obtencion del
PS estos autores centrifugaron el semen a 3500g durante 15 minutos
y retiraron rapidamente el supernadante de PS. Afiadieron en PBS el
PS con una concentracion final de 10, 20 6 30%. EI medio obtenido
fue filtrado con un filtro de 0,22 pm y conservado a -20 °C hasta el
dia de su utilizacion. También preparamos un pool de PS puro.

Disefio experimental

En la primera experiencia se descongel6 el semen (37°C/30s).Se
hizo diferenciacidn entre razas, por lo que dos pajuelas de diferentes
caballos de tiro (CT), o dos pajuelas de diferentes caballos de silla
(CS), eran descongeladas y mezcladas para trabajar con dosis hete-
roespérmicas. Se vertian sobre un eppendorf y se realizaba la prime-
ra contrastacion a tiempo 0 del semen puro tras su descongelacion.
A continuacion se fracciond la muestra, suspendiendo 150 pl del se-
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men recién descongelado en cuatro eppendorfs que contenian 150 pl
de PBS con PS al 10, 20y 30% y PS puro respectivamente, todo ello
atemperado a 37°C. El semen restante se dejé como muestra patron.
Las resuspensiones resultantes se incubaron durante 15 minutos en
un bafio de agua a 37°C, y se procedié a contrastarlas.

La segunda fase experimental seguia el mismo protocolo con
la salvedad de que antes de la resuspension en PS el semen era
centrifugado. Los espermatozoides fueron sometidos a una fuerza
gravitatoria de 600g durante 5 minutos. El sedimento obtenido de
espermatozoides, fue reconstituido con PBS con PS a las distintas
concentraciones (10, 20 y 30%), asi como con el PS puro, previa-
mente atemperados a 37°C. Todo ello se incub6 durante 15 minutos
en un bafio de agua a 37°C, y se procedi6 a las evaluaciones.

Contrastacion seminal
Motilidad

Los porcentajes de motilidad total y motilidad progresiva esper-
maética fueron determinados en cada experiencia con un analizador
espermatico asistido por ordenador (CASA).

Viabilidad celular

La tincién de eosina-nigrosina® fue empleada para las muestras
a tiempo 0, mezclando en el porta objetos una gota de semen y otra
del colorante, siendo extendida con un cubre. La lectura fue hecha
con microscopio de campo claro con objetivo de 40x. Se evalua-
ron 100 espermatozoides y se hizo el porcentaje de células vivas
(sin colorante), y el de las células muertas (con colorante). Para ver
las células viables tras la adicion de PS se utiliz6 una doble tincion
(DS)%, que evaluaba a la vez la integridad acrosémica. Una alicuo-
ta de 100 pl procedente del semen resuspendido se depositd en un
tubo; afladimos un volumen de 100 pl de azul tripano al 2% en PBS.
El tubo fue incubado en el bafio durante 10 minutos a 37°C. Después
de la incubacion, se diluyeron los espermatozoides con 1 ml de PBS
y después se centrifugaron a 600g durante 6 minutos. Se quito el
sobrenadante y el esperma se resuspendio en 1 ml de PBS y se cen-
trifugd igual que antes. Se coloco una gota de 10 pl de la suspension
de esperma sobre un porta objetos y se realizé la extension con un
cubre objetos. El frotis se secd sobre una placa calefactora (37°C).
Los espermatozoides en los portas fueron tefiidos a continuacion
durante 40 minutos con solucién de Giemsa al 10% en PBS, pre-
parada inmediatamente antes de su uso. A continuacion los portas
fueron secados sobre la platina térmica y se leyeron los campos en
el microscopio con el objetivo de 40x.

Las cuatro categorias de espermatozoides originadas por la DS:

1. Espermatozoides muertos con acrosoma intacto.

2. Espermatozoides muertos con acrosoma separado (FAR).

3. Espermatozoides vivos con acrosoma intacto.

4. Espermatozoides vivos con acrosoma separado (TAR).

Acrosomas
Para determinar la integridad acrosémica de los espermatozoi-

des a tiempo 0 habia que fijar 10 pl de semen en 90 pl de glutaralde-
hido?, para luego analizar 100 células bajo el objetivo de inmersion
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100x. A partir de los 15 min tras la adicion del PS, los acrosomas se
midieron conjuntamente con la viabilidad gracias a la DS.

Endésmosis

Se utiliz6 el HOS-test?”. Para medir la funcionalidad de la mem-
brana plasmética, se diluyeron 10 pl de semen en 90 pl de lactosa
(200 mosm), en un tubo de ensayo de 5 cm? en un bafio maria a
37°C durante 30 minutos. A continuacién se fijo con 100 ul de glu-
taraldehido a temperatura ambiente. El recuento se realizaba con el
objetivo de 40x. Se contaron 100 espermatozoides y se realizé el
porcentaje de las células con reaccion endosmotica positiva.

Andlisis estadistico

Para analizar estadisticamente los datos se utiliz6 el programa
SPSS 12.0., aplicandose el anélisis de varianza (ANOVA), prueba
de Duncan y modelos lineales generalizados (GLM).

RESULTADOS

El factor tiempo influye en las variables analizadas, obteniendo
resultados significativos o altamente significativos en todos los para-
metros, excepto en los acrosomas de los sementales de tiro. Esto nos
demuestra el hecho de que todos los valores disminuyen segln au-
menta el tiempo de descongelacion, menos la integridad acrosémica.

Enfrentando las categorias espermaticas de la DS al factor tiem-
po, se aprecia de nuevo la mejor congelabilidad de los espermato-
zoides de los sementales de tiro. Nos lo demuestra las medias de
M-ACR y V-ACR de cada raza. Los espermatozoides TAR muestran
valores similares entre las dos clases de caballos. Llama la atencion
el pobre nimero de espermatozoides FAR encontrados en la lectura
de la técnica DS.

Observamos una significacion en todos las variables, excepto en
los espermatozoides FAR, facilmente entendible debido al bajo nd-
mero de espermatozoides encontrados dentro de este patron, como
para encontrar una significacion. Las otras tres variables si depen-
den del tiempo, siendo altamente significativas M-ACR Y V-ACR,
aumentando la primera y disminuyendo la segunda a lo largo del
tiempo. La variable TAR es significativa disminuyendo a lo largo del
tiempo de forma menos acusada que en V-ACR.

Cuando enfrentamos los cuatro patrones de la DS al factor tra-
tamiento (PS), en los CS no se puede ver un efecto beneficioso ni
perjudicial en los espermatozoides con PS en comparacién con la
muestra control. Si que se aprecian unos valores medios superiores
de M-ACR e inferiores de V-ACR en los espermatozoides con el PS
puro, pudiendo significar una toxicidad del PS puro.

En los CT, si que se intuye un ligero beneficio del PS, siendo los
resultados medios de la muestra control los mas altos en M-ACR y
maés bajos en V-ACR. La muestra patron también muestra los valo-
res medios mas altos en espermatozoides reaccionados.

En los CS, no se observa diferenciacion significativa en ninguna
categoria segun la concentracion de PS utilizada, en comparacion
con la muestra control. En los CT, ocurre lo mismo excepto en el
grupo de espermatozoides reaccionados donde encontramos una di-
ferencia significativa.
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Tabla 1. Caracteristicas de los sementales.

Nombre LEGISLADOR PEATON RENO UTAN ORION BENHUR
Raza Espafiola (PRE) Espafiola Espafiola Arabe (PRA) Bretona (RB) Bretona
Edad (afios) 15 11 10 7 12 9
Volumen (ml) 20 50 40 24 20 50
Concentracion (106spz/ml) 279 371 133 231 318 304
Ne total spz (10°) 5580 18550 5320 5544 6360 15200
Motilidad (%) 80 80 80 70 80 60

Ne total spz Corregido (10°) 4464 14840 4256 3880 5088 9120
N° total pajuelas 22 74 22 20 26 46

Respecto a la centrifugacion tras la descongelacion para retirar
el diluyente de congelacion, se observa que es perjudicial para los
espermatozoides. El efecto negativo es mas acusado en los CS. Se
aprecia una diferencia altamente significativa en la variable V-M de
los espermatozoides de los CS, disminuyendo la viabilidad esper-
matica tras la centrifugacion. También se apunta una diferencia alta-
mente significativa en ACR, pero sorprendentemente este parametro
mejora después de la centrifugacién. En la otra raza se observa una
diferencia altamente significativa solo en END, manteniéndose el
resto de los pardmetros seminales practicamente similares.

DISCUSION

Los valores obtenidos en los parametros estudiados tras el pro-
ceso de congelacion-descongelacion, nos confirman el éxito de la
congelacion. Aunque se han realizado numerosas investigaciones
para el desarrollo de métodos que sirvan como prondstico de fertili-
dad del semen, la evaluacién de la calidad seminal se sigue basando
en la evaluacion de la motilidad.

Una motilidad post-descongelacion = 30%2 6 =35%% se requie-
re para el uso de semen congelado-descongelado en programas de
IA. Se puede observar (tabla 2 y 3) que tras la descongelacién estos
porcentajes se superan con creces tanto en los CS como en los CT
(68,38 * 5,797 / 89,50 + 6,054%). Samper®, también recomienda
utilizar el semen que presente como minimo el 20% de la motilidad
progresiva 15 minutos después de la descongelacion. Como se pue-
de apreciar en la tabla 3, la media de motilidad progresiva de los CT
sobrepasa este valor (32,80 £ 2,816%).

Los valores medios de espermatozoides vivos tras el proceso de
criopreservacion en ambas razas son satisfactorios. Samper° sugie-
re que la morfologia normal después de la descongelacion deberia
ser del 70%, o un porcentaje muy similar al recomendado en el se-
men fresco.

Las medias mostradas son de 61,00 + 2,632 y 66,83 + 1,400%
en los CS y CT respectivamente, evaluadas con la tincién eosina-
nigrosina a tiempo 0.

Podemos concluir por tanto que el proceso de congelacion-des-
congelacion ha sido satisfactorio, aunque hay que tener en cuenta
que antes de dar por buena esta valoracion, habria que realizar un
ensayo de fertilidad in Vivo con lotes de yeguas homogéneos.

Tabla 2. Influencia del tiempo en los parametros seminales de los sementales de silla. Comparacion anova y duncan. Medias + SEM.

MT MP V-M END ACR
0 min 68,38 +£5,797 @ 31,00 +5,5292 61,00 +2,6322 20,50 + 3,561¢ 92,00 +2,087°
15 min 40,05 +3,749° 12,66 + 2,138° 60,45 +1,778% 13,90 £ 1,019° 92,90 £0,717°
60 min 10,61 +1,732¢ 1,79 £0,467°¢ 42,54 +2,765° 12,49 +£1,037° 93,63 +0,7852b
120 min 7,00 £1,132¢ 0,80 +0,416°¢ 33,24 +2,601° 11,20 +£1,937° 96,90 + 0,433
180 min 2,13+£1,274¢ 0,33+£0,333¢ 23,00 + 3,223¢ 12,67 + 2,704 97,33 +0,615%
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,05 <0,05

abed:| etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas

MT (motilidad total), MP (motilidad progresiva) V-M (viabilidad); END (endésmosis), ACR (acrosomas).

Tabla 3. Influencia del tiempo en los pardmetros seminales de los sementales de tiro. Comparacion anova y duncan. Medias + SEM.

MT MP V-M END ACR
0 min 89,50 + 6,054 59,60 + 2,462% 66,83 + 1,400 15,83 +2,3862 93,50 +1,310%
15 min 67,87 +3,517° 32,80 +2,816° 68,17 + 1,489 12,83 +1,1202° 93,90 £ 0,530
60 min 31,00 +3,206°¢ 9,56 +1,551¢ 59,93 £1,7232 10,62 +£0,974° 93,45 £ 0,755
120 min 18,89 + 2,471¢ 4,75 +0,821¢¢ 42,67 £2,708° 6,67 + 0,860 >c 95,66 +0,690°
180 min 14,00 £ 2,139 ¢ 2,14 +0,4434 32,64 +2,455¢ 6,38 £1,149b¢ 94,63 +1,0512
240 min 9,93+1,325¢ 1,60 +0,235¢ 31,10 £ 4,262°¢ 4,75+ 0,959¢ 97,13 £ 0,549+

P < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 > 0,05

ab.cd: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas

MT (motilidad total), MP (motilidad progresiva) V-M (viabilidad); END (endésmosis), ACR (acrosomas).
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Tabla 4. Influencia del tiempo en las categorias espermaticas de
la DS en los sementales de silla. Comparacion anova y duncan.
Medias = SEM.

Tabla 5. Influencia del tiempo en las categorias espermaticas de la
DS en los sementales de tiro. Comparacién anova y duncan. Medias
+ SEM.

M-ACR FAR V-ACR TAR M-ACR FAR V-ACR TAR
15min 39,53+1,782¢ 0,03+0,025¢ 53,38+1,6292 7,08+0,715° 15min 31,73+1,496¢ 0,10+0,056® 62,17 +1550¢ 6,00+0,5162
60 min 57,46 £2,765° 0,00 +0,000® 36,17 +£2,282° 6,37 +0,7852" 60 min 40,00+ 1,721° 0,07+0,0692 53,45+1,675° 6,48+0,740°
120 min 72,90 + 3,375 0,00+0,0002 24,00+3,320¢ 3,10 +0,433b¢ 120 min 55,53 +3,763° 0,00 +0,0002 40,40 + 3,482 4,07 £0,6722°
180 min 78,00 +4,590* 0,00 +£0,000® 19,33+4,702¢ 2,67 +0,615¢ 180 min 63,25 + 3,4162" 0,00+ 0,0002 31,38 +4,071% 5,38+ 1,0512P

P < 0,001 > 0,05 < 0,001 <0,05 240 min 63,88 +3,2042 0,00+0,0002 33,25+2,74325 2,88 +0,549°
ab.ed: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas. [ <0,001 > 0,05 <0,001 <0,05

M-ACR (espermatozoides muertos y con acrosoma intacto), FAR (espermato-
zoides muertos y con acrosoma separado), V-ACR (espermatozoides vivos y con
acrosoma intacto), TAR (espermatozoides vivos y con acrosoma separado).

Tabla 6. Influencia del tratamiento en las categorias espermaticas
de la DS en los sementales de silla. Comparacion anova y duncan.
Medias + SEM.

ab.ed: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas.
M-ACR (espermatozoides muertos y con acrosoma intacto), FAR (espermato-
zoides muertos y con acrosoma separado), V-ACR (espermatozoides vivos y con
acrosoma intacto), TAR (espermatozoides vivos y con acrosoma separado).

Tabla 7. Influencia del tratamiento en las categorias espermaticas
de la DS en los sementales de tiro. Comparacion anova y duncan.
Medias + SEM.

M-ACR FAR V-ACR TAR M-ACR FAR V-ACR TAR
PS10% 52,68+4,382% 0,00+0,0008 41,84 +3976% 5,47 +1,033? PS10% 42,45+ 3,162* 0,05+0,050® 51,95+2,834% 555+0,6222P
PS 20% 50,83 +4,038% 0,00+0,0008 42,83+3,615% 6,33+0,836? PS20% 46,25+ 3,2992 0,05+0,0508 50,00+3,1962 3,70+0,476"
PS 30% 49,06 +4,028% 0,00+0,0008 44,22 +3,296% 6,72+ 1,291% PS 30% 41,56 +3,735% 0,00+0,0008 51,89+35992 6,56+ 1,0172
PS Puro 57,78 £3,9642 0,00+0,0008 36,22 +4,942¢ 6,00 +1,126% PS Puro 41,93 +5,1512 0,00+0,0008 52,93 +4,720¢ 5,14 +0,0822°
Control 52,78 +1,9572 0,06 +0,056% 41,28 +3,5082 5,89 +0,935¢2 Control 47,39+3,659 0,17+0,1212 45,78 +3,5792 6,67 £0,7452
P > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 P > 0,05 > 0,05 > 0,05 < 0,05

ab.ed: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
M-ACR (espermatozoides muertos y con acrosoma intacto), FAR (espermato-
zoides muertos y con acrosoma separado), V-ACR (espermatozoides vivos y con
acrosoma intacto), TAR (espermatozoides vivos y con acrosoma separado).

Como ya hemos indicado los CT han presentado unos pardmetros
post-criopreservacion excelentes. Se conoce muy poco de la influen-
cia de la raza en la criopreservacion de los espermatozoides en la es-
pecie equina. En un estudio de campo con semen de CT en Francia, se
informa de los resultados de la criopreservacion, pero solo respecto a
ciertos pardmetros®. Nuestros resultados no coinciden con los de otro
estudio®?, que utiliz6 para sus experimentos 2 sementales bretones 'y 2
sementales percherones. Los cuatro CT empleados presentaron moti-
lidades inferiores al 30%, es decir no alcanzaron el minimo porcentaje
requerido para entrar en programas de IA. Estos autores sugieren que
la gran cantidad de PS emitida durante la eyaculacion en los semen-
tales de tiro, puede contribuir a la pobre congelabilidad observada
en el estudio. Otro grupo de investigacion®, también trabajé con dos
percherones y dos bretones, obteniendo un rango de motilidad com-
prendido entre 13,8%-26,3%, y un intervalo de espermatozoides vi-
vos entre 19,5%-38,0%.

El éxito de nuestro proceso de criopreservacion, se puede atribuir
también al uso de diluyentes comerciales (Equi-Pro y Gent). A tenor
de los resultados obtenidos, se puede afirmar que el uso de diluyen-
tes de semen quimicamente definidos reduce la variabilidad potencial
entre lotes, asociada a los diluyentes basados en leche desnatada o
yema de huevo. El diluyente Equi-Pro contiene caseinatas y proteinas
seleccionadas del suero de la leche en lugar de leche desnatada, y una
cantidad de diferentes azlcares y glicina. Por lo tanto, un diluyente de
proteinas definidas de la leche, provoca una calidad seminal similar o
mejor a los diluyentes basados en leche descremada. Los efectos pro-
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ab.ed: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
M-ACR (espermatozoides muertos y con acrosoma intacto), FAR (espermato-
zoides muertos y con acrosoma separado), V-ACR (espermatozoides vivos y con
acrosoma intacto), TAR (espermatozoides vivos y con acrosoma separado).

tectores de estos diluyentes estan presentes también durante la centri-
fugacion. También afirmamos que se obtienen mejores resultados con
medios de congelacion comerciales, que con diluyentes realizados en
el propio laboratorio a partir de los diferentes ingredientes (yema de
huevo, glicerol, etc).

La centrifugacion resulté ser perjudicial para los parametros semi-
nales de ambas razas (tabla 8 y 9). Provoc6 una mayor mortalidad en
los espermatozoides centrifugados de los CS, mostrando una diferen-
cia altamente significativa (p<0,001). En los CT, la accién mecénica
de la centrifuga no causd un dafio tan manifiesto, pero también se
encontré una diferencia altamente significativa en la endésmosis, por
lo que la centrifugacion afect6 a la funcionalidad de membrana y de
la bomba i6nica.

Como ya se ha indicado, existe una gran controversia sobre el
efecto del PS en los espermatozoides criopreservados. La separacion
del PS fue divulgada como necesaria para la criosupervivencia ce-
lulart. Sin embargo, otros autores indican el beneficio del PS en los
espermatozoides equinos criopreservados?®. En otro estudio* no se
observé ningun efecto sobre los espermatozoides, al resuspenderlos
con distintas concentraciones de PS (0, 5, 10, 20, 40, 80%) tras la cen-
trifugacion. Recientemente, se ha visto que la separacién del PS dimi-
nuye los valores de motilidad, pero no la integridad de la membrana
plasmética, tanto en semen refrigerado como en semen congelado®.

La DS ha resultado ser una prueba Util y objetiva de evaluacion
de la viabilidad espermatica y de la verdadera reaccion acrosémica,
en el estudio del semen equino post-criopreservado. Tras el estudio



Efecto de la adicion de plasma seminal en el semen equino descongelado

Tabla 8. Influencia de la centrifugacion en los parametros seminales de los sementales de silla. Comparacion anova. Medias + SEM.

MT MP V-M END ACR
NO 27,33+3,921 11,64 £ 2,972 54,55+ 2,148 14,97 £1,100 90,15+ 0,750
Sl 23,42 £ 3,226 6,71 +1,348 40,15 + 2,263 12,68 + 0,880 96,10 + 0,323
P > 0,05 > 0,05 < 0,001 > 0,05 < 0,001

MT (motilidad total), MP (motilidad progresiva) V-M (viabilidad); END (endésmosis), ACR (acrosomas).

Tabla 9. Influencia de la centrifugacion en los parametros seminales de los sementales de tiro. Comparacién anova. Medias & SEM.

MT MP V-M END ACR
NO 36,37 = 3,707 16,08 + 2,985 54,10 + 2,880 12,49 £ 1,078 93,79 £ 0,577
Sl 34,00 + 3,513 13,01 + 2,031 51,92 £ 1,847 8,41+ 0,591 94,57 £ 0,414
P > 0,05 > 0,05 > 0,05 <0,001 > 0,05

MT (motilidad total), MP (motilidad progresiva) V-M (viabilidad); END (endésmosis), ACR (acrosomas).

estadistico de los resultados de la DS (tabla 6), no se encuentra nin-
guna diferencia significativa en los CS. Por tanto, el PS ni beneficia
ni perjudica a los espermatozoides de esta raza, tras su reconstitucion
post-descongelacion. Analizando los valores del PS puro en los es-
permatozoides V-ACR y M-ACR, parece ser que el PS sin dilucién
alguna muestra efectos toxicos.

En los CT (tabla 7), si que se aprecia un ligero beneficio del PS,
siendo los resultados medios de la muestra control los mas altos en M-
ACR y mas bajos en V-ACR. Se ha encontrado una diferencia signi-
ficativa en los espermatozoides reaccionados, registrando la muestra
patron los valores medios mas altos.

La criopreservacion induce cambios en la membrana espermati-
ca que hacen a los espermatozoides comportarse como si estuvieran
parcialmente capacitados®. La resuspension de los espermatozoides
equinos centrifugados en el PS homologo no produce cambios pareci-
dos a la capacitacion?. Estos datos indican que el proceso de congela-
cidn-descongelacion del semen equino induce cambios similares a la
capacitacion en los espermatozoides y que la mayoria de los cambios
son debidos a la separacion del PS.

Cuando los espermatozoides (o capacitados o0 no capacitados)
son expuestos al PS, ellos son incapaces de llevar a cabo la reaccion
acrosomica y completar la fertilizacion®®%’. La adicion de PS previe-
ne de la prematura capacitacion espermatica y puede hacer que los
espermatozoides capacitados vuelvan a un estado de no capacitados,
el cual puede permitir que espermatozoides criopreservados lleguen a
ser fértiles durante un intervalo mas grande.

Los hallazgos de estos autores, podrian explicar los resultados
encontrados en el presente trabajo. La causa del bajo nimero de es-
permatozoides TAR, puede deberse a que tras la adicion del PS, este
retrase la reaccion acrosémica de los espermatozoides capacitados
durante la criopreservacion. Esta categoria es significativa en los TAR
de los CT, presentando la muestra control los valores medios més al-
tos en espermatozoides reaccionados, con lo que el PS puede frenar
en cierta manera la reaccion acrosomica. Ademas en esta misma raza,
los valores de M-ACR y V-ACR se ven beneficiados en presencia de
PS. Para certificar el efecto positivo del PS tras la reconstitucién de
los espermatozoides descongelados de CT, seria importante sefialar la
mayor longevidad del semen que contenia PS respecto a la muestra
control, en especial el PS al 10%.

En casos de capacitacion inapropiada o repentina, como la indu-
cida por la criopreservacién, no se dispone de un suministro continuo
de espermatozoides recién capacitados. Esto provoca, la necesidad
de monitorear ecograficamente cada 6-12 horas a las yeguas, e in-

seminarlas lo méas cercano posible al momento de la ovulacion para
obtener buenos resultados con el semen congelado-descongelado®®%.

La separacion del PS en la preparacion del semen para la criopre-
servacion, aumenta la duracion de la respuesta inflamatoria del Gtero
después de la inseminacion con semen descongelado. Este hecho ha
sido observado en yeguas inseminadas con semen descongelado, al
cual se le habia quitado todo el PS, y sufrieron una inflamacién post-
inseminacion mas marcada y prolongada'®. Este autor encontr6 que la
presencia de PS en la dosis de inseminacion acortaba la duracion de
la inflamacion inducida por la IA. Ademas si la ovulacion no ha ocu-
rrido entre las 12-24h después de la primera inseminacion, las yeguas
reciben una segunda dosis de inseminacion con el fin de asegurar la
presencia de espermatozoides viables en el oviducto a la hora de la
ovulacion. Esta practica podria exponer a los espermatozoides de la
segunda inseminacion a un ambiente uterino inflamado®.

Estas investigaciones apoyan a nuestro estudio en la idea de in-
cluir PS en el medio de descongelacion. Con el fin de dar a nuestro
estudio una utilidad en la practica diaria, seria necesario realizar una
evaluacion in vivo inseminando a yeguas con el PS al 10%. De esta
manera, analizariamos si dentro de la hembra en contacto con los flui-
dos uterinos, se cumple también la mayor longevidad mostrada en el
laboratorio por el PS al 10%, y si se da el retraso en la reaccidon acro-
somica tras la resuspension de los espermatozoides equinos descon-
gelados en PS, proveyendo por lo tanto, de una poblacion espermética
mas heterogénea en la dosis de inseminacion.

De ser asi, permitiria reducir la frecuencia con la que es ecografia-
da una yegua en celo, y por consiguiente un menor coste econémico.
Ademas, también disminuiria la inflamacién uterina en una segunda in-
seminacion, aumentando los indices de fertilidad con semen congelado.

CONCLUSIONES

1. Laevaluacidn de los parametros seminales post-descongelacion
ha demostrado el éxito de la criopreservacién con los diluyen-
tes comerciales Equi-Pro y Gent, tanto en el semen de caballos
de silla como en los de tiro, especialmente en este Gltimo.

2. El efecto de la reconstitucion de los espermatozoides descon-
gelados con diferentes concentraciones de plasma seminal, ha
resultado ser nulo en los caballos de silla. EI plasma seminal
puro presenta efectos toxicos sobre los espermatozoides.

3. La resuspension de los espermatozoides descongelados de los
caballos de tiro con diferentes concentraciones de plasma semi-
nal, muestra unos valores de motilidad y endésmosis inferiores

Sanid. mil. 2011; 67 (3) 289



D. Lozano Benito, et al.

que sin plasma seminal. Sin embargo, presentan unos porcen-
tajes mejores en espermatozoides vivos con acrosoma intacto
y un tanto por ciento menor en espermatozoides reaccionados
que la muestra control. La concentracion de plama seminal al
10% en PBS es la mejor, ademas muestra una longevidad ma-
yor que el resto de las muestras.

4. La incubacion de los espermatozoides descongelados con plas-
ma seminal puede frenar la reaccién acrosémica, reflejado este
hecho, en los bajos porcentajes de espermatozoides que han su-
frido la verdadera reaccion acrosémica (TAR).

5. La centrifugacion de los espermatozoides descongelados para
la retirada del diluyente, ha sido perjudicial en los pardmetros
seminales de ambas razas, en especial en la viabilidad de los
espermatozoides de los caballos de silla.

6. La doble tincién es una prueba Util y objetiva de evaluacion de
la viabilidad espermatica y de la verdadera reaccion acrosémi-
ca, en el estudio del semen equino post-criopreservado.
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