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Resumen

La criopreservacion se ha posicionado como un excelente método en la industria equina gracias a
que favorece el mejoramiento genético. (Pefia et al., 2011). Por esto se desarrollan diversos estudios, con
el objetivo de perfeccionar biotecnologia enfocada en la reproduccién, entre estas la congelacién del
semen e inseminacion artificial (Medeiros et al 2002).

Se busca conocer qué efectos tiene el vapor de nitrégeno a diferentes distancias sobre la motilidad
y viabilidad espermatica post-descongelacion permitiendo evaluar en qué tratamiento se generan
cambios significativos en los pardametros mencionados anteriormente. Se debe considerar que esta
biotecnologia favorece la obtencion de mds pajuelas por eyaculado lo que se traduce en poder disponer
de mayor numero de yeguas inseminadas, ademas facilita el comercio en gran medida gracias a que la
distribucién del semen es mucho mas facil tanto a nivel nacional como internacional. Con estos motivos
es que se realizara este estudio.

El objetivo general de esta investigacion se basd en generar una discusion y comparacion sobre
los métodos de congelacién tradicional de vapor de nitrégeno y el actual el cual emplea el uso de bio

congeladores.

Palabras clave: Criopreservacidn, Mejoramiento genético, Biotecnologia,



Abstract

Cryopreservation has positioned itself as an excellent method in the equine industry thanks to the
fact that it favors genetic improvement. (Pefia et al., 2011). For this reason, various studies are carried
out, with the objective of perfecting biotechnology focused on reproduction, among them semen freezing
and artificial insemination (Medeiros et al 2002).

It seeks to know what effects nitrogen vapor has at different distances on post-thawing sperm
motility and viability to evaluate which treatment generates significant changes in the parameters
mentioned above. It should be considered that this biotechnology favors the obtaining of more straws
per ejaculate, which translates into being able to have a greater number of inseminated mares, also
facilitates trade to a great extent thanks to the fact that the distribution of semen is much easier both at
the national level as international. It is for these reasons that this study is carried out.

The general objective of this research was based on generating a discussion and comparison about

the traditional freezing methods of nitrogen vapor and the current one which uses the use of bio-freezers.

Keywords: Cryopreservation, Genetic improvement, Biotechnology,



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La criopreservacidn es una biotecnologia empleada en la reproduccion, basada en la congelacién
del semen para conservar el material genético de ejemplares equinos machos considerados de alto valor
dentro de su drea de trabajo o produccién y asi poder incrementar el nUmero de yeguas servidas por
eyaculado (Davies y Mina. 2003), una ventaja que resalta bastante de implementar la criopreservacion es
la capacidad de reducir en gran medida el riesgo de transmisidn frente a enfermedades venéreas (loomis
y Graham, 2008), se logra esto gracias a que las posibilidades de invasiones de origen bacteriano sobre el
Utero se reducen a comparacion de aquellas que se presentan al implementar la monta natural evitdndose
asi una endometritis (Clement, 1993). Es bien conocido que la calidad de semen equino bajo los efectos
de la congelacion es bastante menor a comparacion de el de otras especies mads sin embargo el interés de
implementar esta biotecnologia persiste entre los criaderos equinos ya que la idea de disponer de forma
rapida y sencilla sobre el semen en cualquier momento resulta bastante beneficiosa (Albrizido et al.,
2015), debido a diversas individuales solo un pequefio porcentaje de los sementales responden de forma
favorable al proceso de congelacidn (Barbas y Mascarenhas, 2009). Se atribuye un 20% que representan
aquellos sementales cuyo semen responde de forma favorable a la criopreservacion (Tischne, 1979), por
otra parte, el 60% de los sementales manifestaron un resultado aceptable en su semen y otro 20% se
manifiesta deficiente bajo la congelacidn (Sieme et al., 2008; kuisma et al., 2006)

La criopreservacion es el procedimiento mas deseado para disponer de material genético. El
proceso de criopreservacion seminal involucra diferentes metodologias orientadas a prevenir las
afectaciones celulares generadas durante el proceso de congelacion — descongelacidn principalmente
dafios estructurales, bioquimicos y funcionales (Maxwell et al., 1993) se busca prevenir dafios celulares
causados por choques térmicos, formacion de cristaloides de hielo, deshidratacion, el aumento de la

concentracién de sales o la presencia de un choque osmético (stanic et al., 2000).



La congelacién de material genético puede llevarse a cabo por el método convencional siendo el
mds comun el cual emplea vapores de nitrégeno liquido. Sin embargo, diversos parametros espermaticos
como la supervivencia, integridad celular, funcionalidad de las mismas en su membrana espermatica
generalmente se disminuyen durante el proceso de congelacién y descongelacion. La congelacion
tradicional brinda una velocidad de enfriamiento inicial muy rapida para después pasar a una velocidad
considerablemente mias lenta denominada deceleracion (Anel et al.,, 2003). Esta velocidad de
enfriamiento al disminuir estimula la formacidn de cristales de hielo sobre las células espermaticas
ademas de generar un choque de frio (Hammadeh et al., 2001). Se considera que la criopreservacién
convencional al usar velocidades de enfriamiento altas predispone a la formacién de hielo intracelular por
ello se cree que no es la mas iddnea, ya que esto genera sus respectivos dafios celulares por las lesiones
criogénicas (Mazur, 1984) por lo mencionado anteriormente se ha logrado establecer métodos
alternativos para la congelacién seminal, como el uso de bio congeladores con capacidades de
enfriamiento a velocidades controladas y crecientes (Esteso et al., 2018), ademas de disponer de
congelacion ultrarrapida (Pradiee et al., 2015) Los bio congeladores representan beneficios al momento
de congelar el material genético ya que dispone de velocidades bajas en el momento de disipar el calor
evitando mediante este proceso un choque térmico y formaciones de cristales de hielo intracelulares,
posicionandose como una alternativa exitosa frente a los métodos de congelacién tradicional basados en
vapores de nitrégeno liquido (Holt and penfold, 2014; Woods et al., 2004)

Qué efectos genera el vapor de nitrégeno a diferentes tipos de exposicidn, sobre la motilidad y
viabilidad espermatica post-descongelacidn. La fertilidad del semen criogenizado de equinos en términos
generales es baja debido a que la seleccidon del semental no se basa en su capacidad reproductiva, si no a
su rendimiento en las distintas disciplinas ecuestres (Vidament et al ,1997; Ortega-Ferrusola et al, 2009;

Hoffmann et al,2011).



La importancia de la criopreservacion del semen esta en la facilidad que aporta en el comercio
nacional e internacional de los espermatozoides equinos. Esta practica favorece al control de
enfermedades venéreas ademas de permitir la inseminacion de varias yeguas por eyaculado (Pefia et al,
2011). La calidad de semen tras la descongelacidon es menor si se compara al semen fresco o refrigerado,

segun las estadisticas de la tabla de prefiez (Hoffmann et al, 2011).

2. JUSTIFICACION

Este proyecto fue importante ya que el uso de semen congelado es una técnica que evita en gran
medida la trasmisién de enfermedades venéreas. La criopreservacién aumentd la disponibilidad
espermatica lo que llevé a obtener mds pajuelas por eyaculado dando como resultado un nimero mayor
de yeguas inseminadas, ademas este método facilita el comercio internacional y nacional (Pefa et al,

2011).

La investigacion se realizd con el objetivo de comparar y discutir los diferentes tipos de
congelacion seminal siento uno el tradicional basado en los vapores de nitrégeno y el actual que cuenta
con la disponibilidad de bio congeladores para llevar a cabo su fin de criopreservar material genético.
También con el propdsito de obtener el titulo de médico veterinario. El estudio tiene viabilidad gracias a

gue se tiene disposicion de diversos buscadores en linea como Google académico, revistas y libros online.
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3. 3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

- Comparar los dos diferentes tipos de congelacién en equinos

3.2 Objetivo especifico

- comparar la congelacién tradicional con vapores de nitrédgeno y la actual que consiste en el
empleo de bio congeladores

- plantear una discusién con relacién a los resultados de la bio congelacidn y los resultados de

congelacion tradicional en Colombia

4. MARCO TEORICO

4.1 Definicién Espermatozoide

Es una célula haploide la cual corresponde al gameto masculino, producido con el fin de realizar
la fecundacion del évulo para la formacion de un embriéon (Marita et al, 2019).

Los espermatozoides son células sexuales correspondientes al género masculino encargadas de
la fecundacién del dvulo. Posee la mitad de la carga genética, teniendo este el cromosoma responsable
de definir el sexo. (Concepto definicion, 2019)

El espermatozoide es una célula, la cual transporta un paquete constituido por el genoma nuclear

y el centriolo, hasta lograr alcanzar el ovocito. Para que este pueda cumplir su fin, dispone de

diversas estructuras especializadas que le garantizan la interaccidn correspondiente con el tracto

genital de la hembra (Salamon y Maxwell, 2000).
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Los espermatozoides se forman en los tubulos seminiferos de los testiculos. Estos
disponen de células germinales en desarrollo que, como fin, constituiran los gametos masculinos. (Hafez

y Hafez, 2000)

4.1.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso el cual tiene como fin la produccidon de espermatozoides,
llevdndose a cabo en las estructuras anatdmicas gonadales masculinas. Este consta de diferentes fases:
Fase Espermatogonia la cual se da por una célula madre germinal que sufre procesos de divisién mitdtica.
La fase meidtica consiste en las divisiones meidticas y se reduce la informaciéon genética a la mitad dando
lugar a células llamadas espermatidas. La fase espermiogénesis es la Ultima que se realizara ya que se dara

la maduracién de las espermatidas dando lugar a espermatozoides maduros. (Manuel y rebeca, 2018)

La espermatogénesis es la formacion de espermatozoides, y tiene lugar en tubulos seminiferos los
cuales estan en los testiculos. Para que este proceso sea posible se requiere la presencia de hormonas
tales como testosterona, FSH y LH. Alteraciones de esta hormona da lugar a una deficiencia en la

produccién de espermatozoides. (Instituto Bernabéu, 2016)

La célula germinal masculina se genera en la gonada (testiculo), por diversos procesos que
permiten la division de estas. Se basa en divisiones meidticas controladas hormonalmente por el eje
hipofisario-hipotalamico-gonadal. A partir de cada espermatogonia o célula germinal se originan cuatro
espermatozoides haploides que se mantienen unidos por puentes citoplasmaticosy a la vez se encuentran
comunicados por células de Sertolli; estas por medio de moléculas sefializadoras, dan lugar a la
espermatogénesis favoreciendo el cambio de las espermatidas a espermatozoides. Se identifican 4 fases:

fase de Golgi, capuchoén, acrosomal y maduracion. (Marta Ortiz et al,2006)
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4.1.1.2 Estructura del espermatozoide equino

La membrana plasmatica del espermatozoide es heterogénea y es poseedora de cinco dominios
especificamente: Acrosoma, segmento ecuatorial, basal, pieza media y por ultimo la cola. Esto le permite
cumplir sus funciones ya que favorecen el reconocimiento y transporte de moléculas, permitiendo que
esta célula acople su metabolismo dependiendo del medio circundante, adquiriendo un sistema
molecular para reconocer el ovocito. (Jorge rubio et al, 2006)

Toda la estructura del espermatozoide estd contenida en la membrana plasmatica que se
ensancha en dreas especificas y forma el componente mas externo de esta célula. (Davis, 1999)

Figura 1

Estructura del espermatozoide equino

Conecta la

cabeza con el
flajelo

Pieza
intermedia

Pieza principal

DESARROLLO DE UN METODO DE REFERENCIA BASADO EN EL METODO ISAS Y ANALISIS DE
IMAGENES PARA LA EVALUACION MORFOMETRICA DEL ACROSOMA DEL ESPERMATOZOIDE (Castillo V.,

2012) Modificada por Rodriguez F.
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4.1.1.3 Fisiologia espermatica

Es imprescindible que se dé lugar a 3 procesos fisioldgicos espermaticos para que se adquiera la
capacidad fértil, estos son: maduracién epididimaria, capacitacién y reacciéon acrosdmica. La maduracién
del espermatozoide se adquiere durante su recorrido por el epididimo (cabeza, cuerpo y cola) y ya se
llegan a considerar potencialmente fértiles. La capacitacién y reaccidon acrosdmica se logra tras la
eyaculacion dentro del aparato reproductivo de la hembra. Sin embargo, se debe tener en cuenta que, a
diferencia de los espermatozoides eyaculados, los que aun estan en el epididimo no tienen componentes
qgue adquieren del plasma seminal generando modificaciones en sus caracteristicas estructurales de la
membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994). Estos cambios aportan algunas ventajas con respecté al
tiempo empleado para alcanzar la capacitacion, de los espermatozoides ubicados en cola del epididimo
sobre aquellos de eyaculado. Estas ventajas se mantienen durante la reaccion acrosémica (Macedo et la,.
2001)

Capacitacién espermatica es el proceso del gameto cuando este es eyaculado en el cérvix. Aqui el
espermatozoide experimenta un cambio de ambiente, puesto que estaba inmerso en plasma seminal,
compuesto por glucosa, colesterol, triglicéridos, etc. Para luego pasar al moco uterino, el cual entre sus
diversos compuestos esta el calcio y albumina. Una vez se realiza este cambio la membrana espermatica
experimenta cambios sobre sus componentes estructurales, dando como resultado mas flexibilidad de
esta (Yanagimachi, 1994; Gadella., 1999). Esto favorece la union de la membrana plasmatica y
la membrana acrosomal (Avalos Rodriguez et al., 2004).

Una vez la capacitacion se complete, los espermatozoides al tener contacto con la zona
pellcida, genera formacion de vesiculas, lo que genera agujeros permitiendo la liberacion de del
contenido acrosomal y enzimas encargadas de degradar la zona pellcida, asi el espermatozoide

puede llegar hasta el citosol del ovocito fertilizado (Avalos-Rodriguez., 2004).
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4.2 Fertilidad

Es la capacidad de lograr la reproduccién y depende de diversos factores siendo muy importante
la edad y la salud. (Porto y Gardey, 2012)

Es la capacidad para concebir un individuo cuando el espermatozoide se fusiona con un évulo.
(Cuidateplus, 2020)

La fertilidad estd asociada a diversos factores que deben ser cumplidos tanto por el macho como
por la hembra, para lograr alcanzar el éxito reproductivo. En el caso del macho, debe disponer de la
capacidad de producir y eyacular esperma normal. Al referirnos de la hembra debe almacenar y ovular
ovocitos 6ptimos. Ademds, también debe disponer de un sistema reproductivo favorable con el
transporte del esperma, capacitacion, fecundacién de los ovocitos, desarrollo embrionario y fetal, ya por
ultimo la capacidad de dar a luz neonatos sanos. También se debe tener en cuenta que para la fertilidad
se presentan procesos claves que permiten generar una descendencia sana y viable para perpetuar la
especie de la mejor forma. Entre estos estd: Desarrollo de los gametos, fecundacion, pre-implantacién del
embrion, desarrollo fetal post-implantacion, nacimiento, crecimiento y desarrollo hasta la madurez sexual
(foote, 2003).

Al hablar de fertilidad el equino se considera pobre en este dmbito a comparacién de otras
especies. Hay factores a los cuales se les atribuye esto, como puede ser por ejemplo: la larga duracién
gestacional, su marcada estacionalidad reproductiva y su incapacidad para gestar mas de un potro (Nagy,

2006; Nath 2011).

4.2.1 Motilidad espermatica

Al hablar de motilidad podemos referirnos a 3 tipos de movilidad:
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Progresivamente, este le confiere el movimiento que le permite el avance y por tanto recorre las
trompas de Falopio alcanzando el évulo.

No progresiva: no progresan en el avance y se mueven en circulo.

Inméviles: incapaz de movilizarse de forma progresiva (Trullenque, 2014)

Consiste bdsicamente en la capacidad de movimiento de los espermatozoides. La motilidad
deficiente se entiende por espermatozoides con dificultades en su movimiento de forma correcta lo que

podria ser consecuente a una infertilidad. (Cristian, 2020)

4.2.2.2 Reacciones Acrosémica
El Acrosoma es una vesicula secretora ubicada en la cabeza del espermatozoide. La reaccion

Acrosémica, es la funcidn de la membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana Acrosémica

Después de la capacitacién que se da lugar en el Epididimo se le confiere a esta célula la habilidad para
sufrir el proceso denominado reaccidon Acrosémica. (Maria et al, 2007)

La reaccién Acrosémica es un proceso que estimula la liberacidn de diversas enzimas almacenadas
en este con el fin de poder penetrar la zona pelucida. (Cardona, 2005)

4.3 Criopreservacion

Es el empleo de temperaturas entre -80 grados Celsius y -196 grados Celsius con el fin de poder
mantener la conservacién de células vivas para tenerlas a disposicidn tras la descongelacién (Pronacero,
2020)

La criopreservacion permite que las células estén disponibles y pueden ser descongeladas
facilmente para el uso al cual esté dirigido (celvitae, 2020)

Al hablar de la criopreservacion del semen se define como una técnica que se desarrollé para

satisfacer ciertas necesidades. Mas concretamente hablando de la conservacion de material genético por

un tiempo indefinido y la implementacion de la inseminacién artificial, representando asi un excelente
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instrumento para el mejoramiento genético; La disminuciéon de temperatura se utiliza para reducir la
actividad metabdlica de estas células y asi prolongar la vida activa del espermatozoide (Ramoénez y
Landivar, 2013)

El objetivo principal de la criopreservacion es mantener la viabilidad y funcionalidad celular por
un periodo prolongado. Para esto se hace uso de temperaturas inferiores a —130°C ya que a estas se

detiene en gran medida los procesos metabdlicos (Medeiros,.2002).

4.3.1 Beneficios

Desde que la técnica de la criopreservacién de espermatozoides equinos se implementé se ha
facilitado el comercio nacional e internacional, ademas de que se aporté un mejor control en cuanto a la
transmision de enfermedades venéreas y permite un mayor numero de yeguas inseminadas Por
eyaculado (Pefia et al, 2011).

La criopreservacion de semen otorga ventajas en los diversos sistemas de produccién,

principalmente hablando de los programas de mejoramiento genético (Quinn et al., 1969).

4.3.2 Criopreservacion y dafio en los espermatozoides

La calidad del semen congelado es considerablemente menor con respecto al semen fresco o
refrigerado. (Hoffmann et al, 2011)

Esto se observa debido a los cambios que experimentan los espermatozoides durante la
congelacion, lo que provoca una pérdida de la integridad y funcién de la membrana plasmatica. (Parks y
Graham, 1992)

Se le confiere esto principalmente a la formacidn de cristales de hielo y a la apoptosis (Pefia et al,

2011)
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La criopreservacion se establece como una buena herramienta para el mejoramiento
genético; Sin embargo, se reportan dafios a nivel de las células espermaticas debido a un estrés toxico y
osmético, causado por la exposicién de los crioprotectores y por los choques térmicos que se generan
durante la congelacion y descongelacion. Los dafios que se presentan pueden causar repercusiones en
motilidad, viabilidad y velocidad espermdtica viéndose estas disminuidas. Todo esto debido a la dilucién
de los espermatozoides con las soluciones crioprotectoras, ademas de las curvas de congelacion vy
descongelacidn que se presentan, llegando a manifestar alteraciones en la integridad celular entorno a la
estructura y funcionalidad (Morisawa, 1994).

La membrana plasmadtica es la primera estructura en verse afectada por los distintos
cambios en la temperatura y composicidon quimica del ambiente durante el proceso de crioconservacion.
a (Farkas et al., 2001; Muchlisin et al., 2009)

4.4 Tipos de crioprotectores
Se posee conocimiento de dos tipos de crioprotectores. De los cuales a uno se le atribuye el

nombre de permeables gracias a su capacidad de penetrar la membrana celular ya que son pequefias

moléculas no idnicas siendo las mas conocidas el glicerol y el dimetilsulfoxido. En dado caso que los
crioprotectores no logren ejercer el efecto deseado o resulten tdxicos, también se puede utilizar
dimetilformamida, etilenglicol y metilformamida (sieme et al., 2016; squires et al., 2004)

El otro tipo de crioprotectores son los no permeables que tienen un efecto deshidratante sobre
la célula ya que tiene la capacidad de incrementar la osmolaridad en el medio de criopreservacién
(Oldenhof et al., 2013)

Se sospecha que un elemento usado como crioprotector conocido como glicerol a manifestado
efectos toxicos en el semen equino (squires et al., 2004), se logra apreciar la desnaturalizacién de las

proteinas (Hammerstedt y Graham 1992), se evidencia un mayor estrés osmético ya que penetra en

menor velocidad por ello se prefieren usar otras alternativas para aumentar la fertilidad del semen
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congelado (Khlifaoui, 2005), el empleo de dimetilformamida ha demostrado mejores resultados en los
parametros espermaticos pos descongelacién en cuanto a relacién con el glicerol se refiere (Alvarenga et
al., 2005).

Otro método conocido se basa en laimplementacién de yema de huevo ya que posee la capacidad
de inhibir la respiracién celular y de esta forma inhibe la motilidad (Kampschmidt et al., 1953) las
caracteristicas crioprotectoras de la yema de huevo son otorgadas por los fosfolipidos y lipoproteinas
consideradas de baja densidad cuya funcién es recubrir la membrana espermadtica y asi reducen los
efectos de un choque térmico (Medeiros et al., 2002)

4.5 congelacion con vapores de nitrégeno

Es una biotecnologia empleada en la reproduccidon conocida como método tradicional de
congelamiento el cual consiste en el contacto de las pajuelas con los vapores de nitrogeno durante un
tiempo determinado y asi poder disponer del material genético cuando se requiera (Perez et al., 2018)

El proceso consiste en disponer de las pajillas llenas con semen diluido y colocarlas en posicion
horizontal sobre gradillas a una distancia de 4 cm sobre el nivel del nitrégeno durante 10 minutos para
siguiente a esto sumergirlas directamente en nitrégeno liquido. Después del proceso de congelacion la
recomendacién es transferir las pajillas a tanques de almacenamiento con nitrégeno liquido para su
distribucién y desplazamiento (Baracaldo et al,. 2007)

4.6 congelacién de semen con bio congeladores

Los bio congeladores son equipos con sistemas modulares que tiene la capacidad de regular la
temperatura, disponen de una criocamara, un crio bafio y un estuche para el transporte. Dichos bio
congeladores permiten una precisa y homogénea congelacion sobre un nimero considerable de dosis por
unidad de tiempo. Se tiene registro de poder congelar mas de 500 dosis seminales asegurando en todas

y cada una de ellas las mismas condiciones de congelabilidad (Roca et al 2021)
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El biocongelador se emplea para congelar pajillas a velocidades controladas mediante nitrégeno
liquido. Dispone de un tanque presurizado de nitrégeno liquido y una unidad de control manipulada a
través de un ordenador el cual cuenta con un programa para el manejo del biocongelador. Este debe pasar
por un proceso de atemperado de 4 grados centigrados para evitar un choque térmico que afecte la
viabilidad espermatica y posterior a esto se debe introducir las pajuelas que eran congeladas de 4 grados
centigrados a menos 5 grados centigrados manejando una velocidad de menos 4 grados centigrados por

minuto (Rosario M ,. 2020)

5. Marco metodoldogico
En el trabajo presente se realizd diversas investigaciones con el fin de recolectar
informacién bajo los pardmetros de la metodologia de revision sistematica, teniendo en cuenta aquellos
documentos que permitieran la comparacion de los dos tipos de congelacién seminal.
Este es un estudio cualitativo bajo la modalidad transversal descriptiva en la cual se
usaron fuentes bibliograficas en espaiol, articulos cientificos, libros.

6.1. Materiales

1. Libros de reproduccién equina online, medicina equina online
2. Buscadores de internet como Google académico

3. Articulos cientificos online

4, Literatura gris

6.2. Busqueda y revision
Se desempefié una busqueda en la literatura con relacidn a los dos tipos de congelacion de
material genético equino, se tuvo en cuenta toda la informacion a la cual se tuvo disponibilidad a través
de buscadores online.

6.2.1 Criterios de exclusidn bibliografica
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1. Estudios donde el semen equino se sometiera a cualquiera de los dos tipos de congelacion ya sea

la tradicional o la actual bajo el uso de bio congeladores.

2. El semen utilizado fuera de ejemplares equinos Unicamente.
3. Legibilidad linglistica en los documentos.
6. Resultados

Lo que se investigd fue que, en el afio 2020 se llevd a cabo un estudio donde el objetivo de este
es comparar los resultados post-congelacién de material seminal equino por medio de vapores de
nitrogeno y descenso controlado de curva por medio del empleo de un espermiograma clasico. Se
emplearon pajillas de 0.5 ml para el almacenamiento del semen, estas se estabilizaron por 20 minutos en
refrigeracion a una temperatura de 5 °C. Posterior a esto se colocardn entre 3 — 6 centimetros por encima
del nivel de nitrégeno liquido durante un periodo de tiempo de 15 — 20 minutos y en la congelacidon del
material seminal se procederd a sumergirlo de forma directa en un tanque con una capacidad de 37 — 45
L. Protocolo de Fequundar (equus y Taurus CIENCE, 2016).

Tras la descongelacién se procede a la evolucidn de diversos parametros como la motilidad total,
motilidad progresiva, concentracién seminal y nimero de espermatozoides totales bajo los métodos

usados en la congelacién seminal. Karla Sonnenholzner Espinosa (2020)

Se investigd un estudio realizado en el afio 2017 en Medellin Colombia, con el propdsito de
evaluar ciertos factores genéticos y componentes bioquimicos del plasma seminal en equinos de la raza
criollo colombiano y su relacién con la calidad del semen criopreservado. Para esto se procedid a
recolectar el semen de 30 equinos y se recuperd el plasma seminal para que posteriormente se hicieran

mediciones de componentes tales como proteinas y vitaminas. Luego se sometié el semen al proceso
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conocido como criopreservacion a lo cual se le adiciono 2 mg/ml de plasma seminal. Post-descongelacion
se evaluaron distintos parametros para definir movilidad, cinética, viabilidad, e integridad espermatica.
Como resultado se logré identificar una relacidén entre el genotipo CRISP-3 y la calidad del semen equino
criopreservado. De igual forma, un nivel elevado de esta proteina en el plasma seminal se asocid con una
mayor calidad espermatica post-descongelacion. Esto ayudd a definir que la composicién del plasma
seminal resulté ser un factor importante en la calidad del semen criopreservado; igualmente la adicién
del plasma seminal con relacién a su capacidad antioxidante absoluta, demostré tener correlacidn con la

congelabilidad del semen en los equinos. Usuga. (2017)

Se investigd un trabajo el cual se llevé a cabo en el afio 2017 en Peru. El trabajo tiene como
objetivo evaluar la calidad post-descongelacién del semen equino, el cual serd sometido a dos esquemas
a los cuales se les adiciona dimetilformamida (DMF). Se obtuvo el semen de 5 caballos criollos
colombianos, y cada muestra de estos fue diluida en medio de INRA 82 y modificada con los respectivos
tratamientos de adicién de DMF. Se procedio a él empaquetamiento de él semen en pajillas de 0.5 ml las
cuales fueron sometidas a él empleo de vapores de nitréogeno por un periodo de tiempo de 15 miny en
una distancia de 6 cm de la superficie. Luego se sumergieron en nitrégeno liquido por 20 segundos y
posterior a esto se almacend durante 10 dias en un tanque criogénico. Al pasar diez dias se descongeld
por 40 segundos en bafo maria empleando una temperatura de 37.5 °C. Al realizar el analisis
correspondiente a la post-descongelacion se buscé evaluar la movilidad y cinética espermatica mediante
un sistema computarizado determinando la integridad de la membrana plasmatica usando la prueba
hipoosmaética. Como resultado se logré apreciar una menor reduccién de la movilidad y de la cinética
espermatica gracias a la adiccion de DMF antes y después de la congelacién. En conclusion se determiné

qgue la adicién de DMF durante el proceso de criogenizacién proporciona una mayor proteccion a los
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espermatozoides permitiendo que estos presenten mejor motilidad post descongelacidon del semen

equino. Domingo et al, (2017)

El estudio investigado se realizé en el aio 2015. Esta investigacién tiene como objetivo
reconocer los diversos factores fisioldgicos, técnicas de congelaciéon, ademas de tendencias de
investigacion con el propdsito planteado de incrementar los resultados favorables en el proceso de
conservaciéon seminal. Ya obtenida la muestra del eyaculado se procede a la evaluacidon de las
caracteristicas macro y microscépicas del semen incluyendo motilidad, morfologia, concentracién y
bacteriologia. Para realizar esto de forma adecuada todos los materiales que entren en contacto con el
semen deben disponer de una temperatura de 37 2C. Se espera que antes de la congelacion del semen
este represente una morfologia normal superior al 40%, una motilidad progresiva superior al 60% y que
la concentracion sea superior a 100 millones de espermatozoides por ml. Ya realizada la evaluacién
macroscopica y tratando de cumplir las recomendaciones en la medida de lo posible se procede a realizar
la dilucién del semen en una proporcion 1:1 para poder conservar la integridad de las células lo mejor
posible en el transcurso del transporte. Posterior se centrifuga y se le iniciara su respectivo proceso de
congelacion. Se hace llevando las pajillas a temperaturas de 4 2C hasta -196 2C. Esto se puede obtener al
usar vapores de nitrégeno dentro de una caja de icopor. Si estamos empleando un sistema manual, las
pajillas se disponen a tres o cuatro cm sobre los vapores de nitrégeno dentro de un periodo de 7 — 10

minutos antes de sumergirlo en nitrégeno liquido. Jefferson Castro Cruz, Liliana Chacén Jaramillo (2015)

Lo que se investigd fue un trabajo que se realizd en el afo 2013 Antioquia Colombia. Esta
investigacion tiene como objetivo comparar la evaluaciéon de la movilidad del semen equino usando
métodos convencionales y SCA (CASA). Se obtuvo semen de 3 caballos de la raza criolla colombiano (tres

muestras de cada uno) las cuales fueron sometidos a congelacidn junto con un diluyente (4 % yema de
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huevo, 5% dimetilformamida). La movilidad del semen descongelado que presentard seria determinada
de forma convencional con microscopio de contraste de fase y usando el software SCA. El resultado
obtenido representa promedios de movilidad de 54,3 + 10,1y 61,8 £ 13,9. Se concluye que el andlisis del
semen equino mediante los métodos convencionales aplicados en la investigacion, es equiparable para

analizar la movilidad espermdtica. Restrepo et al. (2013)

Se investigd un estudio realizado en el afio 2010 en Bogotd, Colombia. Esta investigacién tiene
como objetivo lograr determinar nuevas propuestas para la congelacién del semen equino, diversos
componentes de los diluyentes para la criopreservacién y el adecuado metabolismo espermatico. Se
someten pajillas de 0.5ml a curvas de congelacidn con vapores de nitrégeno liquido. Las pajillas se colocan
en una posicién horizontal dentro de una nevera de icopor a una distancia de 4 cm. Estos vapores se
encuentran a temperatura de -160°C lo que da como resultado que en 10 minutos se de una congelaciéon

paulatina de las pajillas antes de ser sometidas al empleo de nitrégeno liquido. Janine Wernli (2010)

7. Discusién
Teniendo presente los datos obtenidos en esta investigacion sobre los dos tipos diferentes de
criopreservacion sobre el material genético equino, se puede resaltar que la congelacion tradicional a
pesar de ser la mas usada puede no ser la mejor opcidn ya que en el proceso de congelacién vy
descongelacidon seminal predispone a la formacidn de cristales en las células espermaticas lo que afecta
diversos parametros que benefician la calidad del mismo.
En la actualidad la congelacién seminal es la biotecnologia mds empleada para la criopreservacion

de material genético. Es un procedimiento orientado en gran medida a minimizar dafios celulares que
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sufren las células durante la congelacién y descongelacion. Si estos procesos se llevan a cabo de forma
errénea es comun evidenciar afectaciones estructurales, quimicas ademas de las funcionales que reducen
su viabilidad en gran medida (Maxwell et al., 1993) Los choques térmicos es un problema comuin que se
genera por errores en las prdcticas de congelar y descongelar desencadenando de esta manera la
formacidn de cristales de hielo, deshidratacion, el aumento de sales y la manifestaciéon de un choque
osmotico (Stanic et al., 2000). Estas alteraciones dan lugar frente a cambios de temperatura generadas
durante el proceso de criopreservacién afectando los organulos y membranas de las células espermaticas
reduciendo su reaccién acrosémica (Bailey et al 2000) A pesar de los diversos avances para mejorar esta
biotecnologia se estima que solo el 50% de las células espermaticas sobreviven a la congelacion vy
descongelacién lo que se traduce es la significativa reduccién de la tasa de fertilidad cuando se realiza
mediante la inseminacidn artificial (Watson, 2000; Grotter et al., 2019).

Al referirnos a la congelacion de material genético equino mediante el implemento de vapores de
nitrogeno o también llamado método tradicional o convencional, es el mdas usado para congelar semen.
Mas, sin embargo, la viabilidad, supervivencia e integridad de sus membranas espermaticas se evidencian
disminuidas durante la congelacidon y descongelacion. Esto porque la criopreservaciéon con vapores de
nitrégeno dispone de una velocidad de enfriamiento inicial bastante rapida, seguida de una mas lenta
denominada deceleracién (Anel et al., 2003). Esta velocidad de enfriamiento mas la deceleracién generan
en la célula una estimulaciéon eficiente sobre la formacion de cristales de hielo ya que desencadena el
llamado choque térmico (Hammadeh et al2001). La formacion de hielo desencadenada por la velocidad
de enfriamiento y la deceleracidn predispone a la formacién de hielo intracelular lo que sugiere que el
uso de vapores de nitrégeno para la congelacién tradicional no es el idéneo para criopreservar material
genético por la manifestacidon de dafio y lesiones criogénicas en las células (Mazur, 1984). Por tal motivo
se han posicionado métodos alternativos para la criopreservacién como es el empleo de bio congeladores

con velocidades controladas y crecientes (Esteso et al., 2018) Los bio congeladores disponen de



25

velocidades bajas frente a la disipacidn del calor con el fin de evitar choques de frio que generan la
formacidn de cristales de hielo en la célula espermatica dando como resultado un método util y exitoso

como alternativa a la congelacidn tradicional.

8. Conclusiones

1. La criopreservacion es una biotecnologia empleada en diversos criaderos equinos ya que brinda
la posibilidad de disponer de material genético de sementales considerados eficientes por sus
habilidades y desempefio en las funciones para las que se les use mas no por su capacidad
reproductiva.

2. La criopreservacién que utiliza el método tradicional con vapores de nitrégeno se posiciona como
la biotecnologia mas utilizada gracias a su facil acceso, mas sin embargo esta manifiesta mayor
dafio y lesiones criogénicas sobre el material genético debido a su velocidad de enfriamiento y
deceleracion causando la formacidn de hielo intracelular que afecta los parametros deseados en
el semen a la hora de inseminar.

3. La criopreservacion que emplea los bio congeladores ha mostrado ser una alternativa favorable
cuando de criopreservar semen se trata ya que esta cuenta con velocidades que son capaces de
disipar calor reduciendo el riesgo el riesgo de choques térmicos que predisponen formaciones de

hielo en la célula. Ademds de permitir una congelacion homogénea de bastantes pajillas al tiempo.
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