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Resumen

El objetivo de la siguiente revision es discutir el efecto sobre
la fertilidad de algunos factores clasicamente reconocidos como
relevantes para el éxito de la inseminacion artificial (IA) con
semen congelado equino: nimero total de espermatozoides por
IA (dosis), numero de inseminaciones por ciclo (frecuencia de
IA), momento optimo de la IA relativo a la ovulacion, sitio de
inseminacion y técnica de IA. La IA con semen congelado ha
ganado popularidad entre los propietarios y veterinarios que
trabajan con equinos. La dosis minima recomendada para la
IA convencional en el cuerpo del Gtero con semen congelado
ha sido establecida en 250 x 10° de espermatozoides con
motilidad progresiva. Sin embargo, la dosis minima requerida
para mantener buenos indices de prefiez parece depender de
la fertilidad intrinseca de cada padrillo, asi como del sitio de
inseminacion. La inseminacion profunda en la punta del cuerno
es un procedimiento de rutina entre los veterinarios de campo
cuando se utiliza dosis de inseminacion baja. Por otro lado, el
numero de inseminaciones por ciclo pareceria no afectar los
indices de preflez siempre y cuando la ultima inseminacion
sea realizada en la ventana de tiempo entre 12 h antes o 12 h
después de la ovulacion. El ovocito equino permanece viable
y con plena capacidad de ser fertilizado por 12 a 15 h pos-
ovulacion, no habiendo un aumento en las tasas de pérdidas
embrionarias hasta pasadas las 12 horas pos-ovulacion. Por lo
que en inseminaciones pos-ovulatorias y utilizando un agente
inductor de la ovulacion, no habria ninguna ventaja en revisar
las yeguas en intervalos menores a 12 h, ya que no pareceria
mejorar los indices de prefiez ni las tasas de pérdida embrionaria.
En conclusion, la técnica de IA sera determinada por el numero
y costo de las dosis de semen disponibles, estatus de la yegua a
inseminar y fertilidad del semen congelado.
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Abstract

The aim of the following review is to discuss the effect on
fertility of some factors classically recognized as relevant to the
success of artificial insemination (Al) with frozen equine semen:
total sperm numbers per Al (dose), number of inseminations per
cycle (Al frequency), optimal timing of Al relative to ovulation,
Al site and Al techniques. The frozen semen Al is widely
used in the equine industry. The minimum recommended dose
of spermatozoa has been established in 250 x 10° progressive
motile sperm for uterine body insemination. However, the
minimum dose required for maintaining the highest fertility
for each stallion may differ greatly and therefore is determined
by individual variation of intrinsic stallion fertility as well as
with the insemination site. Deep intra-uterine insemination
is commonly accepted as a routine procedure for AI with low
doses. The number of Als per cycles does not seem to be a factor
affecting the final outcome of pregnancy as long as the last Al
is performed within 12 h before and 12 h after the ovulation.
Contrary to the extended practitioners belief, the mare’s oocyte
could remain viable and fully capable of fertilization for 12-15
h, and the embryo loss rate after post-ovulatory insemination
does not begin to increase until 12 h post-ovulation. Therefore,
in a postovulatory insemination regime and using an ovulation
inducing agent, examination of mares at intervals of any less
than 12 h does not improve pregnancy or embryo loss rates. In
conclusion, the number and cost of available semen doses, status
of the mare to be inseminated and fertility of the frozen semen
will determine the Al technique.

Keywords: Low dose insemination, Deep-horn insemination,
Frozen semen, PMNs, Stratum compactum; Stratum
spongiosum.
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Introduccion

En los ultimos 25 afios se han logrado avances en los programas
de inseminacién con semen congelado en caballos de deporte,
debido en parte a que estos estan en competencia durante casi
todo el afo. Los padrillos de alta performance, suelen descansar
s6lo un par de meses al afio, que es cuando sus propietarios
aprovechan para congelarle semen y asi poder cumplir con
las demandas del mercado. En general, los padrillos que se
utilizan en programas de inseminacion artificial (IA) con semen
congelado no se seleccionan por su eficiencia reproductiva sino
por su mérito genético, performance individual y otras variables
de mercado, lo cual genera un gran desafio para obtener indices
reproductivos satisfactorios. Afortunadamente se han logrado
importantes avances en la inseminacion con semen congelado
que permiten compensar ciertas situaciones de mal prondstico.
Dentro de éstos, se encuentran el catéter flexible para la IA
profunda, utilizacion de analogos de GnRH para induccion de la
ovulacion, mejoras en los métodos de seleccion y concentracion
espermatica y medios de congelamiento, entre otros (Sanchez,
2015).

El uso de semen congelado para la inseminacion de yeguas
ofrece ciertas ventajas al veterinario y propietario comparado
con el semen refrigerado, tales como: (i) los padrillos se pueden
colectar en una época del afio concreta, sin necesidad de ajustarla
alas demandas del ciclo reproductivo de la yegua, permitiéndoles
asi tener una mejor performance deportiva; (ii) se puede seguir
utilizando el semen de padrillos lesionados o incluso una vez
muertos; (iii) es mas facil el organizar los pedidos de semen,
ya que se pueden mantener durante un tiempo indefinido en el
Haras, ademas de permitir la importacién de semen de padrillos
de diferentes continentes y (iv) se desperdicia menos semen, ya
que todo el eyaculado puede ser procesado en forma de dosis
inseminantes.

A pesar de los avances, y en contraste a lo que ocurre en bovinos,
la IA con semen congelado todavia no sustituyo la IA con semen
fresco o refrigerado en la produccion equina. Esto puede deberse
alos bajos indices de prefiez obtenidos con el semen congelado de
algunos padrillos, diversidad de criterios para el procesamiento
en la congelacion de semen y a las diversas técnicas y estrategias
de inseminacion utilizados por los veterinarios y centros de
reproduccion equina (Loomis, 2001; Love, 2012). A esto se le
suma la menor longevidad propia del semen congelado una vez
depositado en el tracto genital de la yegua, debido a los cambios
en la “capacitacion” del espermatozoide durante el proceso de
congelacion/descongelacion (Watson, 2000, Graham, 2011). La
evidencia cientifica sugiere que, aunque los espermatozoides
presentes en el semen congelado de algunos padrillos pueden
permanecer viable en el tracto reproductivo de la yegua durante
48 h (Volkman y Zyl, 1987), la inmensa mayoria no dura mas
de 12 h (Sieme et al., 2003) por estar perjudicada su viabilidad.
Esta ultima caracteristica del semen congelado hace necesaria
la utilizacion de protocolos de inseminacion que requieren un
manejo intensivo de las yeguas, incrementandose asi los costos

derivados de la IA con semen congelado.

El objetivo de la siguiente revision es discutir el efecto sobre
la fertilidad de los factores de la IA con semen congelado
clasicamente reconocidos como relevantes para el éxito de la
misma: nimero total de espermatozoides por IA (dosis), nimero
de inseminaciones por ciclo (frecuencia de IA), momento dptimo
de la IA relativo a la ovulacion, sitio de IA y técnica de IA.

Efecto de la dosis (nUmero de espermatozoides) de
IA sobre las tasas de prefiez

Es dificil recomendar una dosis estandar para semen congelado
que haya sido criticamente evaluada en el caballo. Algunos
estudios aportan datos de nimero total de espermatozoides (NTE)
sin el porcentaje de motilidad progresiva y en otros el nimero de
espermatozoides motiles progresivos (EMP) por IA. La mayoria
de los estudios cientificos no suelen controlar el efecto de otros
factores “de confusion” como método de procesamiento, factor
yegua, factor padrillo, técnica de inseminacion, etc., haciendo
dificil una comparacion critica de los mismos. Uno de los
pocos estudios retrospectivos con un nimero considerable de
inseminaciones (> 2000 inseminaciones), demostré que mas
del 80% de las inseminaciones con semen congelado tenian
entre 400 y 500 millones de espermatozoides totales por dosis,
utilizando en promedio 8 pajuelas de 0,5 mL y siendo el sitio de
la inseminacion el cuerpo del ttero (Samper et al., 2002). En un
esfuerzo para aumentar la uniformidad en relacion al numero
total de espermatozoides por dosis, la Federacion Mundial para la
Cria de Caballos de Deporte (www.wbfsh.org) ha establecido un
estandar para dosis de semen congelado entre paises miembros
que implica el uso de una dosis de inseminacién con un minimo
de 250 x 10° espermatozoides motiles progresivos, con un
porcentaje de motilidad progresiva después de la descongelacion
de al menos 35%. Sin embargo, en muchos casos esta dosis
excede con creces el nimero minimo de espermatozoides
requeridos para llegar a la maxima fertilidad propia de cada
padrillo, que por otro lado es una buena practica, siempre y
cuando la disponibilidad del semen no sea un factor limitante.
Sieme et al. (2004) reportaron que no hubo diferencia en las
tasas de prefiez por ciclo en yeguas inseminadas en el cuerpo
uterino con 100 x 10°(55/123, 45%) u 800 x 10°(9/21; 43%)
espermatozoides totales con mas de 35% motilidad progresiva a
partir de 17 padrillos diferentes, distribuidos de forma uniforme
entre ambos grupos. Sin embargo, otros estudios usando dosis
menores de espermatozoides demostraron diferencia en las tasas
de prefiez entre yeguas inseminadas en el cuerpo uterino con 50
x 10°(11/39, 26%) 0 400 x 10°(19/39; 46%) de espermatozoides
totales a partir de 4 padrillos diferentes (Clément et al., 2005),
o entre inseminaciones en el cuerpo del utero con 137 x 10°
(14/35; 40%) 0 27 x 10°(5/35; 14%) de espermatozoides motiles
progresivos (Govaere et al., 2014).

Estas diferencias entre estudios demuestran la existencia de un
umbral minimo de espermatozoides con motilidad progresiva por
debajo del cual la fertilidad se ve comprometida, pero también
sugieren que ese umbral no es el mismo para todos los padrillos
y es probable que haya grandes variaciones individuales. De
este modo se demostré que es posible obtener tasas de prefiez
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aceptables (63%) después de inseminar yeguas en el cuerpo
uterino con tan solo 14 x 10°espermatozoides motiles progresivos
de dos padrillos de alta fertilidad (Morris et al., 2003). En estos
padrillos, el umbral de la dosis de espermatozoides se observo
muy por debajo de lo esperado, ya que la fertilidad no bajo a
15% hasta reducir la dosis de inseminacion a 3 x 10° EMP.
Analizando el efecto que tienen los espermatozoides sobre el
utero, observamos que estos estimulan las contracciones uterinas
necesarias para el transporte rapido de los espermatozoides hacia
la union utero-tubarica (UUT), asi como para la eliminacion
del exceso de espermatozoides y de contaminantes a través del
cérvix. Los espermatozoides también son los responsables de
generar una fuerte reaccion inflamatoria que es proporcional al
numero de espermatozoides inseminados (Kotilainen et al., 1994;
Fiala et al., 2007; Cazales et al., 2018; Gomes et al., 2019). En
yeguas resistentes a la endometritis pos-servicio, cuanto mayor
el nimero de espermatozoides presente en la dosis inseminante
mayor la respuesta inflamatoria y mas rapida su resolucion (pico
inflamatorio entre las 4 y 12 horas pos-inseminacion); mientras
que dosis bajas en espermatozoides generan una respuesta
inflamatoria mas leve, pero mas sostenida en el tiempo (pico
inflamatorio > 12 horas pos-inseminacion) (Nikolakopoulos y
Watson, 2000; Cazales et al., 2018). Esto podria indicar que en
yeguas resistentes a la endometritis pos-servicio generar una
fuerte reaccion inflamatoria con una dosis estandar que garantice
una adecuada y rapida resolucion del cuadro inflamatorio seria
adecuado para proporcionar un ambiente uterino apropiado a la
llegada del embrion, alrededor del dia 6 pos-ovulacion (Katila,
2012; Lewis et al., 2015; Cazales et al., 2018). En yeguas
susceptibles a la endometritis pos-servicio, seria recomendable
utilizar una IA profunda con dosis baja de espermatozoides,
combinado con el uso sistémico de corticoides (Dell’Aqua et
al., 2006; Bucca et al., 2008; Gomes et al., 2019) al momento
de la IA, para atenuar la respuesta inflamatoria y asi poder
aplicar un tratamiento pos-inseminacion eficaz (Samper et al.,
2016 y Canisso et al., 2016), que ayude a eliminar los productos
derivados de la inflamacion lo mas rapido posible.

Efecto del niumero de inseminaciones por estro
sobre las tasas de prefiez

El veterinario clinico responsable de la IA con semen congelado
frecuentemente se enfrenta al dilema de inseminar con una
sola dosis de semen congelado por estro (cuando el nimero
de dosis por yegua es limitado o muy caro) incrementando el
nimero de revisiones ecograficas; o bien inseminar mas de
una vez, generalmente a un tiempo fijo relativo al momento de
administracion de un agente inductor de la ovulacion, evitando
asi tener que revisar yeguas por la noche.

Es dificil evaluar el efecto exacto del nimero de inseminaciones
en el mismo estro sobre las tasas de prefiez, ya que no es facil
separar este factor de otras variables como son el momento de la
ultima IA relativa a la ovulacion o el nimero de espermatozoides
totales o motiles que se han introducido en la yegua en el mismo
ciclo. Los resultados de ensayos clinicos controlados sugieren
que no hay un incremento en las tasas de prefiez por inseminar

mas de una vez en el mismo estro en comparacioén con una tinica
inseminacion, siempre y cuando la lltima o unica inseminacion
se haga durante la ventana de tiempo de 12 h antes y 12 h
después de la ovulacion, y la dosis tenga un numero adecuado
de espermatozoides motiles (Loomis y Squires, 2005; Metcalf,
2007; Lewis et al., 2015; Immonen y Cuervo-Arango 2020). De
esta forma las tasas de prefiez no fueron diferentes en yeguas
inseminadas dos veces (129/280; 46%) 24 y 40 h pos-hCG o
una sola vez (120/255; 47%) 6 h pos-ovulacion (Barbacini et al.,
2005), con 800 x 10°espermatozoides totales por inseminacion.
Del mismo modo, Sieme et al. (2003) observaron que las tasas
de prefiez fueron semejantes en yeguas inseminadas dos veces
(31/62; 50%) o una sola vez dentro de las 12 h después de ovular
(24/48; 50%). En el grupo de yeguas inseminadas dos veces, la
ultima IA al menos ocurri6 entre 12 h antes y 12 h después de
la ovulacion.

Por otro lado, una frecuencia mayor (mas de dos inseminaciones)
en el mismo estro puede ser perjudicial para las tasas de prefiez.
Clément et al. (2005) realizaron un total de cuatro inseminaciones
consecutivas en 24 h con 100 x 10° espermatozoides totales
por inseminacion, con la ultima inseminacion ocurriendo 5 h
antes de la ovulacion, produciendo tasas de prefiez mas bajas
(8/24; 34%) que yeguas inseminadas una sola vez con 400 x 10°
espermatozoides totales dentro de las 12 h previas a la ovulacion
(16/28; 57%). Es probable que la reduccion en la fertilidad
en yeguas inseminadas multiples veces sea debido a la mayor
reaccion inflamatoria uterina por la continua estimulacion del
semen. De este modo, seria recomendable inseminar s6lo una

vez a las yeguas que tienen problemas de evacuacion uterina.

Efecto del momento de la IA relativo a la ovulacion
en las tasas de prefiez

Los protocolos de inseminaciéon con semen congelado con
una unica dosis por estro utilizan, en general, inseminaciones
pos-ovulatorias, debido en parte a la corta vida media de los
espermatozoides congelados - descongelados (aproximadamente
12 h) y/o a la existencia de un nimero de dosis limitado o muy
caro. Este protocolo es el unico que asegura que el semen sea
depositado luego de una ovulacion confirmada y asumiendo la
liberacion del ovocito (Lewis et al., 2015; Immonen y Cuervo-
Arango, 2020).

El ovocito de la yegua puede permanecer viable hasta 12-15 h
pos-ovulacién (Koskinen et al., 1990; Woods et al., 1990), sin que
haya realmente un aumento significativo en las tasas de muerte
embrionaria respecto a las que ocurren en inseminaciones pre-
ovulatorias (Newcombe y Cuervo-Arango, 2011; Newcombe et
al., 2011; Imonnen y Cuervo-Arango, 2020). Sin embargo, los
veterinarios clinicos que realizan IA pos-ovulatorias prefieren
inseminar la yegua lo antes posible luego de la ovulacion,
generalmente 3-4 h después, y en ningin caso mas tarde de las
6 h pos-ovulacion. Esta creencia ha sido perpetuada durante
afios a pesar del gran costo que conlleva el manejo reproductivo
intensivo derivado de la alta frecuencia de examenes ecograficos
necesarios para poder inseminar la yegua en el momento pos-

ovulatorio inmediato (< 6 h) (Imonnen y Cuervo-Arango, 2020).
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Puesto que la evidencia cientifica sugiere que las tasas de
prefiez y las de muerte embrionaria no son diferentes en yeguas
inseminadas de 0 a 6 h'y de 6 a 12 h tras la ovulacion, se puede
deducir que no se obtendria ventaja aparente al aumentar la
frecuencia de exdmenes ecograficos diarios mas alla de dos
veces al dia (por ejemplo cada 12 h) con el fin de inseminar
una yegua con semen congelado en el periodo pos-ovulatorio
inmediato (< 4-6 h pos-ovulacion). Newcombe et al. (2011)
en un estudio retrospectivo con un gran niimero de yeguas
analizadas (867 ciclos estrales) demostro que las tasas de prefiez
y las de muerte embrionaria temprana no fueron diferentes en
yeguas inseminadas con semen congelado la primera vez que
se detecto la ovulacion después de haber visto el foliculo pre-
ovulatorio en el examen anterior llevado a cabo 0-3 h (43.2 %
y 10.5%), 3-6 h (44.7% y 11.9%), 6-9 h (45.1% y 5.6%), 9-12
h (55.8% y 7.5%) o 12-15 h (47.9% y 3.6%) antes. Imonnen y
Cuervo-Arango (2020), en otro estudio retrospectivo con 159
yeguas y 213 inseminaciones, tampoco obtuvieron diferencias
en las tasas de preflez y muerte embrionaria entre inseminar
al detectar la ovulacion luego de 4, 8 y 16 horas de realizada
la pentlltima ecografia (con foliculo pre-ovulatorio presente).
Por otro lado, Barbacini et al. (1999) también reportaron tasas
de prefiez similares entre yeguas inseminadas 6 h antes de la
ovulacion (39%, n = 225) o 6 h pos-ovulacion (38%, n = 351).
De igual manera, no hubo diferencia en las tasas de muerte
embrionaria entre el grupo de yeguas inseminadas pre- y pos-
ovulacién (8.1 vs. 9.3%), lo que indicaria que las tasas de
prefiez bajan y aumentan las pérdidas embrionarias de forma
significativa solo cuando se insemina a partir de las 12 a 18 h
pos-ovulacion (Woods et al., 1990).

No obstante, cabe resaltar que en yeguas con problemas de
evacuacion uterina (generalmente yeguas viejas con aciimulo de
fluido intrauterino) el retraso en la inseminacion con respecto a
la ovulacion puede perjudicar sus ya comprometidas defensas
uterinas. Por este motivo, incluso en yeguas reproductivamente
normales que son inseminadas en el periodo pos-ovulatorio
(cuando ocurre fisiologicamente una disminuciéon en las
defensas uterinas naturales de la yegua), es recomendable
utilizar un tratamiento pos-inseminacion rutinario mas agresivo
que el utilizado en inseminaciones pre-ovulatorias (por ejemplo:
lavados uterinos, administracion de oxitocina y de antibidticos).
En el citado estudio (Newcombe et al., 2011) el protocolo de
tratamiento pos-inseminacion consistio en la administracion de
una infusion intrauterina de 1.800 mg de penicilina procainica
(6 mL de Depocillin) junto a 900 mg de Framicetina (6
mL Framomycin, un antibidtico aminoglucésido) 8 h pos-
inseminacion, seguido de 25 UI de oxitocina por via endovenosa
8 h més tarde. En numerosos casos (especialmente si se encontrd
> 15 mm de fluido libre intrauterino 8-12 h pos-inseminacién),
ademas la yegua fue lavada con 1-2 L de Ringer Lactato antes de
la infusion de antibidticos y previa administracion de oxitocina.
Aunsiendo dificil para el veterinario clinico cambiar un protocolo
tan enraizado de trabajo de IA pos-ovulatoria, es interesante
conocer las posibilidades de éxito de las inseminaciones llevadas
a cabo en el periodo de 12-15 h pos-ovulacién, incluso de atin

mas tiempo después de la ovulacidén, ya que en numerosas

ocasiones nos encontramos ante una yegua que ‘“no deberia
haber ovulado todavia” y sin embargo aparece sin el foliculo
pre-ovulatorio que previamente habiamos anotado 24 h antes.
Ante este escenario clinico, seria muy recomendable inseminar
a la yegua, especialmente cuando la ovulacion parezca tener
menos de 12-15 h de ocurrida de acuerdo a indicadores como
morfologia y ecogenicidad del cuerpo luteo temprano (Pierson
y Ginther, 1985; Townson y Ginther, 1989; Newcombe, 1996;
Cuervo-Arango et al., 2020).

Efecto del lugar y técnica de inseminacion sobre las
tasas de prefiez

Las técnicas de inseminacion profunda con baja dosis en la
yegua han sido desarrolladas para poder reducir el nimero de
espermatozoides requeridos para lograr una prefiez (Hayden et
al. 2012). La dosis tipica recomendada para alcanzar tasas de
prefiez maxima para la inseminacion tradicional en el cuerpo
del utero es de >200x10° espermatozoides con motilidad
progresiva (MP) y morfologicamente normales (MN) para
semen descongelado (Pickett et al., 2000; Lyle y Ferrer,
2005; Metcalf, 2007). Indudablemente esto varia mucho entre
padrillos, lograndose con algunos padrillos buenos indices
de prefiez con dosis de espermatozoides menores. El sitio
de inseminacion pareceria aumentar las tasas de prefiez con
dosis de espermatozoides menores cuando son depositados
con bajo volumen cerca de la UUT (Morris y Allen, 2002;
Morris et al., 2003). Mientras que dosis y volumenes mayores
pueden ser depositados en cualquier parte del ttero ya que los
espermatozoides seran igualmente distribuidos de forma rapida
por todo el tracto reproductivo a través de las contracciones
miometriales (Cazales et al. 2018). Inclusive en inseminaciones
con bajo nimero de espermatozoides y bajo volumen los
espermatozoides son igualmente distribuidos por todo el utero
ya que existen testimonios de mellizos como resultado de
ovulaciones bilaterales cuando se ha inseminado en la punta de
uno de los cuernos (Samper, 2019 comunicacion personal).
Luego que la yegua es cubierta o inseminada, un porcentaje
de espermatozoides fértiles son transportados, principalmente
por la influencia de contracciones uterinas, hasta el lugar
donde ocurre la fecundacion, en la trompa uterina (Katila,
1997; Fiala et al., 2007). Ocho minutos posteriores a la 1A se
identificaron espermatozoides marcados radioactivamente en
la punta del cuerno uterino (Katila et al. ,2000). Luego de 30
minutos de la inseminacion artificial con semen fresco, en el
67% de las yeguas fueron identificas la presencia de células
espermaticas en las trompas uterinas (Fiala et al., 2010). El
nimero de espermatozoides presentes en las trompas uterinas
aumenta con el correr de las horas pos-IA, alcanzando su mayor
poblacion en aproximadamente 4 horas (Bader, 1982; Fiala et
al., 2007). Luego de este tiempo, en yeguas normales el lavado
uterino no afecta las tasas de prefiez, implicando que un nimero
suficiente de espermatozoides ya alcanzd la trompa uterina
encontrandose en un ambiente seguro y formando una reserva
de espermatozoides adecuada para la fertilizacion (Brinsko et
al., 1991).
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Se ha propuesto que los bajos indices de prefiez obtenidos en
yeguas susceptibles a la endometritis pos-servicio se explicarian
en parte por una incapacidad de los mecanismos de contraccion
uterina de establecer un apropiado transporte espermatico, que
asegure una adecuada poblacion espermatica en las trompas
uterinas, protegida de los dafios causados por la inflamacion
(Scott et al., 1995; Scott et al., 2003; Samper et al., 2016).
Yeguas lavadas 1 hora pos-inseminacién profunda con semen
congelado pos-ovulacién tuvieron las mismas tasas de prefiez
que yeguas lavadas 4 horas pos-inseminacion utilizando dosis
de entre 100 y 500 x10° espermatozoides en un maximo de 3
pajuelas de 0,5 mL (Samper et al. 2016). Esto sugiere que la
inseminacion profunda con baja dosis y bajo volumen aceleraria
el transporte espermatico, garantizando un numero suficiente de
espermatozoides en la trompa uterina una hora después de la
inseminacion (Samper et al., 2016). Esto ha sido confirmado por
Cazales et al. (2018) quienes demostraron que la inseminacion
profunda aceler6 el transporte espermatico y garantizd una
colonizacion maxima de espermatozoides en la trompa uterina
ya a las 2 horas pos-inseminacion, cuando se utilizan dosis
bajas (50 x 10°espermatozoides totales) en una sola pajuela de
0,5 mL. Cuando se utilizaron dosis mayores de 400 x 10°de
espermatozoides totales utilizando 8 pajuelas por inseminacion,
no se encontrd diferencia en el transporte espermatico entre
inseminaciones en la punta del cuerno o en el cuerpo del utero.
Esto pareceria indicar que no hay ninguna ventaja en inseminar
en la punta del cuerno cuando se utiliza una dosis estandar de >
400 x 109, pero si cuando se utiliza una dosis baja de < de 50 x
10° de espermatozoides totales por inseminacion (Cazales et al.,
2018).

Existe una constante presion de la industria equina para disminuir
la dosis necesaria para establecer prefieces y asi lograr un uso
mas eficiente del semen congelado, mejorar los indices de prefiez
del semen de padrillos subfértiles, padrillos oligospérmicos, y
tecnologias emergentes como el semen sexado (Brinsko, 2006;
Varner et al. 2008; Hayden et al. 2012). Se han reportado dos
métodos para inseminacion con baja dosis de espermatozoides:
(1) inseminacion profunda histeroscopica y (2) inseminacion
profunda en la punta del cuerno uterino utilizando una pipeta
flexible (Brinsko et al. 2003; Hayden et al. 2012). Aunque es
muy dificil comparar resultados de prefiez entre los diferentes
estudios, debido a potenciales de fertilidad diferentes de las
yeguas, padrillos, experiencia profesional, todo hace indicar
que la deposicién del semen cerca de la unioén utero-tubérica
(UUT) mediante una pipeta flexible tienen resultados similares
a la canulacion de la UUT por medio del catéter a través de un
endoscopio (Brinsko, 2006; Samper y Plough, 2010; Hayden
et al., 2012). Las dos técnicas permiten reducir drasticamente
las dosis inseminante sin afectar las tasas de prefiez. Se puede
alcanzar tasas aceptables de prefiez con dosis de semen fresco
que van de 1 a 25 x 10° de espermatozoides con motilidad
progresiva en volimenes de 20 a 1000 pl con ambas técnicas de
inseminacion profunda. Estudios directos para la comparacion
de estas dos técnicas, utilizando la misma poblacion de yeguas
y de padrillos demostraron que no hay diferencias en la tasa de

prefiez cuando se inseminan con 5 x 10° espermatozoides con

MP refrigerados por 24 horas (Brinsko et al., 2003). Si la dosis
inseminante baja a 1 x 10° espermatozoides con MP la tasa de
prefiez pareceria ser mas alta con un histeroscopio que con la
inseminacion profunda con pipeta guiada transrectalmente
(Morris et al., 2000; Morris et al., 2003). Sin embrago, Hayden
et al. (2012) no obtuvieron diferencias en las tasas de prefiez
entre inseminar con 0,5 x 10° o 1 x 10° de espermatozoides con
un histeroscopio o con la con pipeta guiada transrectalmente.
Si la dosis inseminante es mayor a 100 x 10° espermatozoides
con MP, es poco probable que las técnicas de inseminacion
profunda con baja dosis mejoren la tasa de prefiez comparada
con la inseminacion en el cuerpo del ttero (Sieme et al., 2004
y Cazales et al., 2018). Sin embargo, si la dosis inseminante
contiene menos de 50 x 10° espermatozoides con MP en bajo
volumenes, entonces pareceria haber una ventaja en las técnicas
de inseminacion profunda sobre la inseminacion tradicional en
el cuerpo del ttero en lo que a tasa de prefiez se refiere (Lyle y
Ferrer, 2005).

Con respecto a la reaccion inflamatoria, la inseminacion
profunda en la punta del cuerno con una pipeta flexible guiada
transrectalmente, no produjo mayor reaccion inflamatoria que
la inseminacion en el cuerpo del utero (Giivenc et al., 2005,
Cazales et al., 2018). La inseminacion histeroscopica causo
mayor reaccion inflamatoria y menores tasa de prefiez en yeguas
susceptibles a la endometritis pos-servicio, cuando la maniobra
duré mas de 7 minutos, indicando que esta técnica no es apta
para yeguas con problemas de evacuacion uterina (Sieme et al.,
2004; Gomes et al., 2019).

Varias circunstancias demandan la utilizacion de un bajo
nimero de espermatozoides por inseminacién, como tener
pocas dosis disponibles de semen congelado, precios altos
por dosis inseminante de semen congelado y la industria del
semen sexado. El sexado del semen es posible por medio de
la citometria de flujo; el tiempo promedio de sexado es de
1000 espermatozoides / segundo y esto limita la capacidad de
producir dosis inseminantes con > 50 x 10° EMP (Buchanan et
al., 2000; Lyle y Ferrer, 2005; Clulow et al., 2008; Clulow et al.,
2009; Samper et al., 2012; Aurich y Schneider, 2014; Ramirez
et al., 2017). Las dosis usuales de semen sexado oscilan entre
5 — 25 x 10° EMP, siendo el porcentaje de prefiez entre 25 y
60% (Buchanan et al., 2000; Clulow et al., 2009; Samper et
al., 2012; Aurich y Schneider, 2014). Otras areas donde tiene
relevancia la utilizacion de estas técnicas serian casos de
padrillos oligospérmicos, yeguas con problemas de evacuacion
uterina y utilizacion de espermatozoides provenientes de colas
de epididimos (Sieme, 2011; Hayden et al., 2012). Actualmente
cada vez mas veterinarios de campo realizan de rutina la
inseminacion profunda en la punta del cuerno utilizando una
pipeta flexible atraumatica cuando utilizan semen congelado.
Se requieren mas investigaciones para poder determinar si
efectivamente existen mejoras en las tasas de prefiez cuando se
utilizan estas técnicas en estas categorias de animales sobre todo

cuando usamos semen congelado.
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Conclusiones

Las distintas técnicas de inseminacion artificial afecta el
transporte espermatico y la reaccion inflamatoria pos-
inseminacion. La IA profunda con una pipeta flexible guiada
transrectalmente aumenta el niimero de espermatozoides que
alcanzan la trompa uterina y acelera el transporte espermatico
sin causar mayor reaccion inflamatoria que la IA en el cuerpo
del utero. La IA en la punta del cuerno con semen congelado
viabiliza la utilizaciéon de un niumero bajo de espermatozoides,
no recomendandose la TA con dosis bajas (< 50 x 10° EMP)
en el cuerpo del Gtero. Con dosis mayores a 100 x 10° EMP
pareceria no haber una ventaja aparente en inseminar en la
punta del cuerno en relacion a la IA tradicional en el cuerpo
del utero. Cuanto mayor la dosis inseminante mayor el numero
de espermatozoides que alcanzan la trompa uterina, causando
una respuesta inflamatoria mas intensa pero de resolucion mas
rapida.

Utilizando la IA profunda con dosis bajas con un histeroscopio
o una pipeta flexible guiada transrectalmente se obtuvieron
tasas de prefiez semejantes. Como las dos técnicas reducen
el tiempo de transporte espermatico y aumentan el numero
de espermatozoides que colonizan la trompa uterina, seria
posible aplicar tratamientos tempranos, que reduzcan el tiempo
de contacto de los espermatozoides con el uUtero en yeguas
suceptibles a la endometritis persistente pos-servicio, pudiendo
mejorar las tasas de prefiez en esta categoria de yeguas. Debido
a la simplicidad, bajo costo y tiempo que consume la técnica,
la pipeta guiada transrectalmente es el método de eleccion en
condiciones de campo para la IA con baja dosis en yeguas.
Dado que no hay una reduccion en las tasas de prefiez, ni
un aumento de las pérdidas embrionarias con intervalos de
examenes ecograficos de hasta 12 horas, se puede concluir que
en programas de inseminacion pos-ovulatoria, la utilizacion
de drogas inductoras de la ovulacion junto a un regimen de
examinacion de dos veces por dia (o cada 12 horas), tendra
los mismos resultados que si revisaramos la yegua con mayor
frecuencia. Esto reduce el nlimero de examenes ultrasonograficos
por yegua sin reducir la fertilidad del semen congelado. El uso
de agentes inductores de la ovulacion es necesario para generar
un marco de tiempo confiable alrededor del cual programar
los exdmenes de seguimiento folicular. Existen protocolos de
inseminacion con dosis Unicas y multiples, con tasas de éxito
iguales, lo que permite cierta flexibilidad en la planificacion del
manejo de la yegua y los costos asociados. Generalmente, se
requiere un manejo posterior a la inseminacion para resolver
cualquier respuesta inflamatoria uterina indeseada. Estos
tratamientos dependen de la yegua y su respuesta individual
al semen y a los tratamientos proporcionados, pudiendo variar
desde unas pocas inyecciones de oxitocina hasta multiples
lavados uterinos con varios litros de solucion fisiologica o
Ringer Lactato.

En resumen, la técnica de inseminacion sera determinada por
el numero y costo de dosis disponibles por ciclo, estatus de la
yegua a inseminar y fertilidad del semen congelado. Si la dosis

de semen son muy caras o solo tenemos una dosis disponble, se
recomienda realizar una sola IA profunda en la punta del cuerno
pos-ovulacion con una pipeta flexible guiada transrectalmente.
El niimero de pajuelas por dosis va a depender de la fertilidad
de cada padrillo y de la técnica de inseminacion. Si la yegua a
inseminar es una yegua “problema”, suceptible a endometritis
persistente pos-servicio, se recomienda realizar una IA profunda
con baja dosis y bajo volumen (1 a 4 pajuelas) y aplicar un
lavado uterino temprano 2 a 4 horas pos-IA. Si la yegua es una
yegua fértil y hay disponibilidad de semen, se puede utilizar un
esquema de inseminacion a tiempo fijo con 2 inseminaciones
por ciclo con una dosis completa.
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