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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia del sitio y la dosis de
inseminacion sobre el transporte espermatico y la respuesta inflamatoria uterina
luego de la inseminacion artificial (IA) con semen congelado equino. Se utilizaron
105 yeguas destinadas a faena, clinicamente normales, ciclicas, en celo y con
citologia endometrial negativa. Las yeguas fueron aleatoriamente inseminadas en el
cuerpo del utero (Body) o en la punta del cuerno uterino ipsilateral al foliculo
dominante (Tip) con una pajuela - 50x10° (50) o con ocho pajuelas - 400x10° (400)
de espermatozoides. Las yeguas del grupo control no fueron inseminadas. Las
yeguas fueron humanitariamente sacrificadas a las 2, 4 y 12 h posteriores a la IA,
conformando los siguientes grupos experimentales: Body 50 (2h, 4h y 12h); Tip 50
(2h, 4h y 12h); Body 400 (2h, 4h y 12h); Tip 400 (2h, 4h y 12h) y Control. Las tubas
uterinas fueron separadas del utero y lavadas individualmente con 1 mL de solucién
salina fosfatada bufferada (PBS) para el contaje de espermatozoides en la camara
de Neubauer®. El utero se lavé con 50 mL de PBS para el posterior contaje de
polimorfonucleares (PMNs) en camara de Neubauer®. Los datos obtenidos fueron
sometidos a un anadlisis de varianza (two-way ANOVA). Se consideraron como
variables independientes el sitio, la dosis y el tiempo de inseminacién; mientras que
el numero de espermatozoides y PMNs en los lavados fueron consideradas como
variables dependientes. Se utilizd el método de comparaciones multiples de
Tukey-Kramer para las variables paramétricas y las pruebas de Wilcoxon y
Kruskal-Wallis para analizar los datos no paramétricos. La IA profunda aceleré el
transporte espermatico y aumenté el numero de espermatozoides que alcanzaron la
tuba uterina, sin aumentar la reaccién inflamatoria comparado con la IA en el cuerpo
del utero. Cuanto mayor la dosis de inseminacion mayor el numero de
espermatozoides que alcanzaron la trompa uterina, causando una respuesta
inflamatoria mas intensa, pero de resolucién mas rapida. La IA profunda, no causé
mayor inflamacién que la IA en el cuerpo del utero cuando se utilizd la dosis alta.
Mientras que, con la dosis baja la IA profunda causé menor reaccién inflamatoria
que la IA en el cuerpo del utero. En conclusion, la dosis y el sitio de inseminacién
afectaron el transporte espermatico, mientras que la reaccion inflamatoria fue
influenciada por la dosis, el sitio y el tiempo pos-inseminacién. La IA profunda es una
técnica segura para ser utilizada en la yegua siempre y cuando se realice de forma
correcta.



SUMMARY

The aim of this study was to determine the influence of the insemination site and
dose on sperm transport and inflammatory response after artificial insemination (Al)
using frozen semen. 105 mares destined for slaughter, clinically normal, cyclical, in
heat, with negative endometrial cytology were used. The mares were randomly
inseminated in the body (Body) or in the tip of the uterine horn ipsilaterally to the
dominant follicle (Tip) with one straw - 50x106 (50) or eight straws - 400x 106(400) of
spermatozoa. The mares in the control group were not inseminated. The mares were
humanely slaughtered at 2, 4 and 12 h post-insemination, forming the following
groups: Body 50 (2h, 4h and 12h); Tip 50 (2h, 4h, 12h); Body 400 (2h, 4h, 12h); Tip
400 (2h, 4h, 12h) and Control. The uterine tubes were separated from the uterus and
flushed individually with 1mL of phosphate buffered saline (PBS) solution for sperm
count in the Neubauer® chamber. The uterus was flushed with 50 mL of PBS for
polymorphonuclear (PMNs) cells count in the Neubauer® chamber. Data were
analyzed using two-way analysis of variance (two-way ANOVA). Insemination site,
dose and time were considered as independent variables; while the sperm number
and PMNs number in the flushes were considered as dependent variables. The
multiple comparison Tukey-Kramer Test was used for parametric variables and the
Wilcoxon and Kruskal-Wallis tests were used to analyze the non-parametric data.
Deep horn Al accelerated sperm transport and increased the number of spermatozoa
that reached the uterine tube, without increasing the inflammatory reaction compared
to Al in the uterine body. The higher insemination dose increased the number of
spermatozoa reaching the uterine tube, causing a more intense inflammatory
response but with a faster resolution . Deep horn Al did not cause more inflammation
than the Al in the uterine body. In conclusion, insemination site and dose affected
sperm transport, while the inflammatory response was influenced by dose, site and
post-insemination time. Deep Al is a safe technique to be used on the mare as long
as it is done in a correct manner.



1.INTRODUCCION

1.1. RELEVANCIA

Los equinos fueron introducidos a la region junto con la ganaderia en el siglo
XVIl, desde entonces han sido una herramienta agropecuaria fundamental y
protagonista de numerosas actividades. Al 2012 el stock equino en Uruguay
constaba de aproximadamente 425 mil cabezas, ocupando el puesto 21 en el
ranking mundial y el segundo puesto en cuanto a la relacion habitantes por caballo,
siendo un 10% animales reproductores (Ferrari y col., 2012). El numero de animales
deportivos y funcionales va en aumento al igual que las exportaciones de equinos en
pie para actividades deportivas, paseo o reproduccién. El sector equino, genera un
valor agregado bruto para la economia uruguaya de casi un punto de PBI, aportando
mas de U$$ 330 millones (ddlares americanos) al afio, U$$ 29 millones (dolares
americanos) en exportaciones y en lo que respecta al empleo, se estima que el
sector genera anualmente U$S 106 millones (ddlares americanos) y 18.000 puestos
de trabajo directos, que a su vez, componen nucleos familiares integrados por
aproximadamente 67.000 personas (Ferrari y col.,, 2012). La importancia de
profundizar los conocimientos en el area de la reproduccion equina, radican no sélo
en interés socio-econdmico, productivo y en salud animal, sino también, en que dada
su similitud con la fisiologia reproductiva humana, la yegua constituye un buen
modelo de estudio para el humano ponderando la investigacion en dicha especie
(Ginther y col., 2004; Mihm y Evans, 2008; Gastal, 2011).

1.2. EFICIENCIA REPRODUCTIVA

El objetivo en la produccién equina es generar un potro sano por yegua por
afo, para lograrlo, deben concebir en el primer mes post parto. La fertilidad esta
intimamente relacionada con la eficiencia reproductiva y esta ultima con los
resultados econémicos (Nath, 2011).

La seleccidén de la especie equina enfocada hacia el desarrollo de aptitudes
deportivas, fenotipicas o utilitarias, fue en detrimento de su habilidad reproductiva.
Es debido a esto que las yeguas presentan la tasa de fertilidad mas baja en
comparacién con las demas especies domeésticas (Engelken, 1999 citado por
Sharma y col., 2010). Otro aspecto que influye sobre la capacidad reproductiva es la
presencia de anestro estacional. La yegua es poliéstrica estacional de dia largo
(Brinsko y col., 2010). De acuerdo con un trabajo realizado en Rio Grande do Sul el
100% de las yeguas demostré estar ciclando en la primera quincena de octubre,
mientras que en la primera quincena de mayo la totalidad de las yeguas en el
estudio se hallaron en anestro (Winter, 2007). A esta limitacion temporal fisiolégica,
se le agrega en algunas razas, una delimitacion reglamentaria de la temporada de
servicio. La cual puede incluso, estar determinada fuera del periodo ciclico natural,
como ser el caso del Pura Sangre de Carrera en el hemisferio sur.

1.3. INSEMINACION ARTIFICIAL Y SEMEN CONGELADO

En 1784 se realizdé por primera vez una inseminacion exitosa en perros,
surgiendo asi la primera gran biotecnologia para mejorar la reproduccién y la
genética de los animales de granja. La investigacion sobre inseminacion artificial (I1A)
en equinos comenzd en Rusia en 1899, estimulada particularmente por necesidad
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bélica (Foote, 2010). La primera prefiez con semen congelado en el caballo data de
1957, durante varios afos esta tecnologia reproductiva ha denotado un progreso
limitado en comparacion con otras especies (Barbacini, 2011). La congelacién del
semen permite su preservacion por largos periodos de tiempo, facilita el
almacenamiento y la disponibilidad, pero sobre todo puede ser usado prescindiendo
de la presencia fisica del padrillo (Loomis, 2001; Loomis y Squires, 2005; Miller,
2008). Sin embargo, la mayoria de los sementales tienen un detrimento en la
fertilidad con la congelacion de semen (Loomis, 2001; Miller, 2008). La falta de
estandarizacién en protocolos (Loomis, 2001; Sanchez, 2008) y la gran variabilidad
en la calidad del semen congelado entre padrillos e incluso entre eyaculados del
mismo animal (Vidament, 1997; Loomis y Graham, 2008) llevan a que la tasa de
prefiez con semen congelado varie en un rango de 30% a 60% por ciclo (Sanchez,
2008). Gracias a la investigacion, se han logrado grandes progresos. Las técnicas
de procesamiento de semen han mejorado, se encuentran disponibles nuevos
crioprotectores, se conoce el momento optimo para inseminar a la yegua, que junto
al uso de los inductores de la ovulacién ha permitido la implementacion de nuevas
estrategias de inseminacion que facilitan su uso. A pesar de esto, aun no hay
consenso en ciertos aspectos y la técnica no ha desarrollado su maximo potencial,
por lo que es fundamental continuar investigando.

La dosis inseminante es uno de los aspectos donde no se ha logrado
consenso y ha ido variando con el tiempo de la mano de la investigacion.
Tradicionalmente la dosis recomendada tanto para semen fresco como para semen
refrigerado es de 500x10° de espermatozoides con motilidad progresiva. Para el
caso del semen refrigerado, asumiendo una pérdida del 50% suele enviarse el
doble. Esta dosis ha sido probada a lo largo del tiempo (Brinsko, 2006). Pickett y
col.(1997) relacionaron tasa de prefiez y numero de espermatozoides,
recomendaron la dosis de 500x10° de espermatozoides con motilidad progresiva
para los centro de cria promedio, siendo que la dosis de 100x10° de
espermatozoides con motilidad progresiva arrojaba resultados inferiores y dosis
mayores no mejoraban la fertilidad. Los autores sefalaron que cuando las
condiciones no son las Optimas, al usar dosis menores a 500x10° de
espermatozoides con motilidad progresiva las tasas de prefiez eran mayormente
perjudicadas (Pickett y col. 1997 citado por Brinsko 2006). Fue de este modo, que la
dosis de 500x10° de espermatozoides con motilidad progresiva, se convirtid en un
dogma que incluso en la actualidad rara vez se ve desafiada (Brinsko, 2006). Seria
de esperar que, desde ese momento, las mejoras en los diluyentes y el manejo de la
yegua permitirian dosis de inseminacidn mas bajas con éxito en los centros de
reproduccion  promedio  (Brinsko, 2006). Dosis menores (300x10° de
espermatozoides: Ganhe y col, 1998; 100x10° espermatozoides totales de semen
fresco: Rigby y col., 1998 y Kenney y col., 1975) logran resultados de fertilidad
aceptables. Investigadores chinos con anterioridad, ya habian probado la eficacia de
la inseminacion a dosis menores (Cheng y col., 1962, citado por Brinsko 2006).

En el caso del semen congelado, evaluar los resultados de fertilidad para
concluir cual seria la dosis adecuada, resulta desafiante. Existe una gran variacién
entre los métodos de congelacion, las calidades de los diluyentes, el momento y
método de inseminacion, etc. Ademas, muchos trabajos reportan el numero total de
espermatozoides utilizados, siendo que la motilidad post descongelacion varia
ampliamente entre los padrillos y entre eyaculados del mismo padrillo (Brinsko,
2006). Esto se ve reflejado en la resefa realizada por Brinsko, donde para la
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inseminacién convencional las dosis utilizadas en los trabajos varian entre 14x10° a
800x10° espermatozoides con motilidad progresiva (Brinsko, 2006). Si bien no se ha
determinado una dosis estandar, el criterio minimo para la comercializacion de
semen congelado parece ser una motilidad progresiva mayor a 30-35% y mas de
600x10° de espermatozoides totales por dosis inseminante (Sanchez y col., 2008).
La Federacion Mundial de Cria de Caballos Deportivos en un esfuerzo por
estandarizar dichos parametros establecidé los siguientes estandares para sus
socios: mas de 35% de motilidad progresiva post descongelado y dosis mayor a
250x108 espermatozoides motiles post descongelado.

Asi mismo las dosis de inseminacion también varian acorde a la técnica
empleada. Las técnicas de inseminacion profunda en dosis bajas pueden ser
utilizadas para semen fresco, refrigerado y congelado, con el objetivo de reducir el
nuamero de espermatozoides de la dosis de inseminacion (Brinsko, 2006). Mas
espermatozoides son recuperados del oviducto cuando se insemina profundamente,
cerca de la unidn utero tubarica (Rigby y col., 2000). Esto evidencia una mayor
optimizacion del semen, lo cual constituye una ventaja cuando el stock es limitado.
Reforzando dicho concepto Samper y col., (2008), tras fraccionar dosis de semen,
concluyeron que con inseminacion profunda es posible reducir el numero
espermatozoides y lograr tasas de prefiez aceptables con semen congelado en
entornos comerciales. No obstante, el nivel de reduccién que resulte en una fertilidad
aceptable varia entre padrillos (Brinsko, 2006), a modo de ejemplo: Petersen y col.
(2002) inseminando con 50x10° de espermatozoides con motilidad progresiva
mediante técnica de inseminaciéon profunda, obtuvieron una tasa de recuperacion
embrionaria de 64% y Buchanan y col. (2000) con dosis menores (25x10°
espermatozoides con motilidad progresiva) obtuvieron una tasa de prefiez similar
(60%) (Buchanan y col., 2000).

El interés por reducir el numero de espermatozoides necesarios para
conseguir buenos indices de prefiez ha sido motivado por el elevado costo de la
dosis inseminante de algunos padrillos, los costos de importacion y exportacion del
semen, la imposibilidad de algunos sementales para cubrir la alta demanda de
semen fresco, el uso de semen proveniente de la cola del epididimo, semen sexado
entre otras razones. Por estos motivos los propietarios presionan a los veterinarios
para que fraccionen las dosis inseminantes como practica habitual. Mientras los
registros de razas admitan mas de un descendiente por dosis de semen vendido, los
duefios de yeguas continuaran tratando de maximizar el dinero invertido en una
dosis de semen congelado, en consecuencia, el numero de espermatozoides por
inseminacion se reduce significativamente (Samper y Plough, 2010).

1.4. INTERACCION UTERO-ESPERMATOZOIDES

Una vez que los espermatozoides son depositados en el utero, comienzan
dos eventos importantes: el transporte espermatico que garantiza la llegada de
gametos normales al sitio de fertilizacion (Suarez, 2006; Troedsson y col., 1998) y la
respuesta inflamatoria fisiologica, mediante la cual se elimina el exceso de semen 'y
contaminantes del utero (Troedsson y col., 1998; Woodward y col., 2013). Varios
factores modifican estos dos eventos, entre ellos la dosis (Cazales y col., 2018), la
concentracion espermatica (Kotilainen y col., 1994; Fiala y col., 2007) y el uso de
semen congelado (Kotilainen y col., 1994).
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Tanto en la monta natural como en la inseminacién artificial, el semen es
depositado en el utero. En este momento, ocurre ademas una contaminacion
bacteriana, la cual se pensaba que era la responsable del influjo de
polimorfonucleares (PMN) al utero luego del servicio (Troedsson, 2006).
Posteriormente estudios demostraron que dicho fendbmeno se desarrollaba aun
cuando la contaminacién bacteriana fuera insignificante (Kotilainen y col., 1994). A
su vez, los espermatozoides demostraron tener efecto quimiotactico tanto in-vivo
como in-vitro (Troedsson y col., 1995). La migracion de los PMNs al endometrio
ocurre rapidamente, ya a los 30 minutos post inseminacién se recuperaron PMNs de
la luz uterina mediante lavados uterinos (Katila, 1995).

La respuesta inflamatoria uterina consiste en una respuesta innata. Esta
respuesta inespecifica permite repetir el "desafio” inmunoldgico sin desarrollo de
anticuerpos anti-esperma (Canisso y col., 2020). Los espermatozoides, activan la
cascada de complemento la cual dispara una sefial quimiotactica para la llegada de
PMNs (Troedsson y col., 1995; Troedsson, 2006). Los neutrofilos activados se unen
a los espermatozoides mediante mecanismos dependiente e independientes de
complemento (Troedsson, 2006). Durante este proceso existe liberacion de
prostaglandina F2alfa (PGF2a) via ciclooxigenasa a partir del metabolismo del acido
araquidénico desde las membranas celulares. La PGF2a ademas de ser un
mediador inflamatorio, estimula contracciones miometriales (Troedsson, 2006)

El transporte espermatico es un proceso complejo que culmina con la llegada
de una pequefia fracciéon de los espermatozoides al oviducto (Scott, 2000). Aunque
los espermatozoides participan activamente en el transporte a través del tracto
reproductivo femenino, las contracciones uterinas y en el oviducto pueden ser mas
importantes que la motilidad espermatica en si misma (Troedsson y col., 1998).
Contracciones uterinas frecuentes, llevan rapidamente los espermatozoides hacia la
punta de los cuernos, donde fue posible evidenciarlos ocho minutos luego de la
inseminacion en cuerpo uterino (Katila y col., 2000). El transporte espermatico
parece completarse a las 4 horas post inseminacién (Brinsko y col., 1991) cuando la
misma es realizada en el cuerpo uterino, pero cuando se utiliza la técnica de
inseminacion profunda, lavados uterinos tan pronto como 1 hora después de la
inseminacion no afectaron las tasas de prefiez (Samper y col., 2016), indicando que
tal vez dicho procedimiento acelere el transito de los espermatozoides hacia el sitio
de fertilizacion.

Este trabajo se realiz6 con el fin de aportar conocimientos que ayuden a
esclarecer algunos aspectos sobre la inseminacion artificial con semen congelado en
equinos. Para la cual se compara el transporte espermatico (numero de
espermatozoides que alcanzan las tubas uterinas) y la reaccién inflamatoria obtenida
al inseminar en sitios distintos, con dosis diferentes. Se hipotetiza que el transporte
espermatico y la reaccién inflamatoria uterina post-inseminacién son dependientes
del sitio de inseminacion, de la dosis inseminante y del tiempo pos-inseminacion.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

12



2.1.SEMEN CONGELADO:

2.1.1.INTRODUCCION:

La primera preiez con semen congelado en el caballo data de 1957 y se
obtuvo usando semen obtenido de la cola del epididimo (Barker y Gandier, 1957).
Sin embargo, durante varios afos esta tecnologia reproductiva ha denotado un
progreso limitado en el equino comparado con otras especies (Barbacini, 2011). Los
toros se han seleccionado basandose en la habilidad de su esperma para resistir los
procesos de criopreservacion, lo que ha permitido optimizar esta técnica. Dicha
seleccidén no ha sido aplicada en los padrillos, resultando en una gran variabilidad en
la congelabilidad del semen entre los individuos (Loomis y Graham, 2008). Durante
un largo periodo en la especie equina, solo algunos registros de razas autorizaba el
uso de semen congelado, por este motivo el interés econémico era minimo y por
ende los recursos asignados a su investigacion eran escasos (Barbacini, 2011).

En 2001, la Asociacion Americana de Cuarto de Milla y la Asociacién
Americana de Paint Horse, habilitaron la inseminacién con esta técnica (Loomis,
2001; Squires, 2006). Actualmente la mayoria de las razas permiten su uso,
resultando una mejora en la fertilidad (Barbacini, 2011). Uruguay y la regiéon no son
ajenos a estos cambios, las principales sociedades de criadores, como ser la
sociedad de criadores de caballos criollos (SCCC), arabes (SCCA) y cuarto de milla
(SCCM) admiten productos obtenidos por esta técnica.

La inseminacion artificial con semen congelado presenta las siguientes
ventajas: en primer lugar, la preservacion del semen por largos periodos, lo cual
permite su comercializacion en todo el mundo. Facilita la coordinacién del envio, que
puede ser realizado con anticipacion y almacenado en los establecimientos de cria
hasta el momento 6ptimo de inseminacidon, ademas reduce el costo de transporte de
las yeguas y la potencial transmisién de enfermedades contagiosas. En segunda
instancia maximiza la utilizacién de padrillos de élite debido al menor desperdicio de
semen ya que todo el semen colectado para la congelacidn es procesado,
resultando en promedio 10-12 dosis inseminantes por eyaculado congelado (Loomis,
2001). Ademas se puede utilizar el semen aun cuando el padrillo no esta disponible
ya sea por competencias, enfermedades, recuperacion de una lesidon o incluso
cuando ha muerto (Loomis, 2001; Loomis y Squires, 2005; Miller, 2008).

A pesar de esto, la técnica enfrenta algunas limitaciones a tener en cuenta: en
primer lugar, mayores costos y experiencia técnica en el manejo del semen, en parte
debido a los cuidados que demanda su almacenamiento y transporte. En segundo
lugar, el éxito de la inseminacion y la maximizacion de la fertilidad del semen
congelado, requiere que quienes lo utilicen estén familiarizados con los
procedimientos adecuados y con las estrategias del servicio. Dado a que en el
equino se recomienda que la inseminacion con semen congelado se realice dentro
de 12 horas previas 0 6 horas posteriores a la ovulacion, es necesario un manejo
intensivo de la yegua y un mayor numero de revisiones, lo cual incrementa los
costos (Loomis, 2001; Loomis y Squires, 2005; Miller, 2008). Otra limitante es la gran
variabilidad en la calidad en el semen congelado entre padrillos (Ledo, 2006) e
incluso entre eyaculados del mismo animal (Vidament, 1997; Loomis y Graham,
2008). También se debe tener presente que la mayoria de los padrillos tienen un
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detrimento en la tasa de prefiez con la congelacion (Loomis, 2001; Miller, 2008),
asimismo un gran porcentaje de éstos pueden producir semen con una calidad post
descongelacion mas aceptable de lo que se ha informado en la literatura (Loomis y
Graham, 2008). Algunos sementales toleran mejor la criopreservacion cuando
ciertos aspectos del protocolo son personalizados (Loomis y Graham, 2008).

2.1.2.PROCESAMIENTO DEL SEMEN

Luego de la colecta, se incorpora al semen diluyente en base a leche
descremada y se evalua su motilidad y concentracion. El plasma debe ser removido,
generalmente mediante centrifugacién y resuspendido en un diluyente con agentes
crioprotectores para su congelacion. Por ultimo, el semen es acondicionado en
pajuelas para ser congelado siguiendo el protocolo indicado para el diluyente en
particular (Sanchez y col., 2008).

Los diluyentes para congelar contienen sustancias que estabilizan el pH,
neutralizan metabolitos toxicos producidos por los espermatozoides, protegen contra
shock térmico, mantienen el balance electrolitico y osmatico, inhiben el crecimiento
bacteriano y aportan energia. Ademas, presentan crioprotectores intracelulares vy
extracelulares que previenen la formacion de cristales de hielo intracelular
(Alvarenga y col., 2016). Los crioprotectores se clasifican como: penetrantes y no
penetrantes. Dentro de la primera categoria se encuentran etilenglicol, glicerol,
metilformaldehido, dimetilsulfoxido y amidas (metilformamidina y
dimetilformamidina), mientras que azucares, lipoproteinas y otras macromoléculas
componen el segundo grupo. Los penetrantes generalmente son mas efectivos, ya
que modifican propiedades celulares y extracelulares. (Graham, 2011). La
combinacion de crioprotectores brinda mayor proteccion comparado con el uso de
un unico agente (Alvarenga y col., 2016).

Es reconocido, en general, que las tasas de prefiez con semen congelado son
menores que las obtenidas con semen fresco. Esta reduccién es atribuida a dos
factores: la disminucién del numero de espermatozoides viables y la disfuncion de la
subpoblaciéon sobreviviente. Incluso con adecuados protocolos de congelacién, un
40-50% de los espermatozoides no sobreviven. El shock de frio, la tasa de
enfriamiento, la composicion del diluyente y el estrés osmatico afectan la proporcion
de sobrevivientes, mientras que la estabilidad de la membrana, el estrés oxidativo, la
integridad de los receptores y estructura nuclear perjudican la funcionalidad de estos
(Watson, 2000).

2.1.3.TASAS DE PRENEZ

2.1.3.1 CONCEPTOS PREVIOS

Los resultados reproductivos pueden evaluarse con los siguientes
parametros; Tasa de prefiez por temporada: porcentaje de yeguas servidas durante
la temporada que quedaron prefadas; Tasa de prefiez por ciclo: para este
parametro se toma en consideracion el numero de ciclos utilizados y la cantidad de
prefieces logradas. Es un indicador mas sensible para evaluar la fertilidad del
padrillo; Tasa de prefiez al primer ciclo: porcentaje de yeguas prefiadas en el primer
ciclo utilizado (Nath, 2011).
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Las tasas de prefiez varian ampliamente en un rango de 30% a 60% por ciclo,
sin embargo, es posible obtener resultados menores al 10% o mayores al 70% de
prefiez por ciclo o temporada (Sanchez, 2008). Esta variacion es debida a la falta de
estandarizacién en protocolos de la técnica que incluyen: manejo, procesamiento y
variacion individual del semen; seleccion de la hembra (edad y categoria); momento
y sitio de inseminacion, asi como la dosis, volumen y concentracion del semen
utilizado (Loomis, 2001; Sanchez, 2008).

Bajo condiciones controladas, con manejo consistente de la yegua y personal
experimentado en el procesamiento del semen, se observa una diferencia
aproximada del 10% en las tasas de prefiez por ciclo para semen refrigerado y
congelado (Jasko y col., 1992). Jasko en 1992 obtuvo tasas de prefez por ciclo: de
65% con semen refrigerado y 56% para semen congelado (Jasko, 1992 citado por
Loomis, 2001). Esta variacion también fue constatada por Loomis (2001) quien
obtuvo tasas de prefiez al primer ciclo y tasa de prefiez por temporada 59,4% vy
74,7% respectivamente en semen refrigerado y 51,3% 75,6% con semen congelado.
Es posible que esto no ocurra comercialmente debido a las inconsistencias y errores
técnicos en el manejo del semen refrigerado y congelado a campo. Esto fue
confirmado por Squires y col. (2006) donde documentaron tasas de prefiez por ciclo
de 44% y 46% para semen refrigerado y congelado respectivamente. Posteriormente
Loomis y Squires (2005) documentaron tasas similares a las anteriores: tasa de
prefiez al primer ciclo de 58,1% y tasa de prefiez por ciclo 52,7%. En este caso la
informacion fue recabada en la temporada 2003 a partir de la utilizacion de semen
proveniente de un unico lugar (Loomis y Squires, 2005). La tasa de prefnez por ciclo
fue 45% en un estudio retrospectivo con datos obtenidos durante la temporada
2006-2007, en este caso se utilizé una dosis de inseminacion profunda dentro de 6
horas post ovulacion (Miller, 2008). Una tasa similar (48,6%) se obtuvo con igual
técnica en un estudio retrospectivo realizado en un centro de inseminacidn comercial
en Inglaterra, donde tampoco se evidenci6 diferencia en la tasa de prefiez entre el
uso de semen refrigerado y congelado (Lewis y col. 2015).

2.1.3.2 MOMENTO Y FRECUENCIA DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

Existen numerosos protocolos que modifican el numero de inseminaciones
por ciclo y el momento de la inseminacion artificial (IA) en relacidon a la ovulacion.
Los resultados son perjudicados cuando la inseminacion se realiza mas de 12 horas
antes o después de la ovulacién, a medida que dicho intervalo decrece la tasa de
prefiez se incrementa (Sieme y col., 2003).

Usando IA dentro de 8 horas pre ovulacion y 6 horas post ovulacion las tasas
de prefiez obtenidas fueron 39,1% y 37,8% respectivamente, no habiendo
diferencias entre inseminar pre o post ovulacion (Barbacini y col., 1999).

Una de las limitaciones del uso del semen congelado radica en el mayor costo
veterinario asociado a la necesidad de examinar a la yegua 3 o 4 veces por dia para
conseguir inseminar dentro de las 6 a 8 horas post ovulacién. Una forma de
simplificar dicho manejo es utilizar inseminacién con dos dosis a tiempo fijo. Este
protocolo implica examenes ecograficos diarios durante el celo, induccién de la
ovulacion usando gonadotrofina coriénica humana (hCG) cuando se detecta un
foliculo mayor a 35 mm e inseminacién a las 24 y 40 h después de la inyeccion. De

15



esta manera las yeguas que ovulan de 18 a 52 h después de la induccion quedaran
cubiertas (Loomis y Squires, 2005). No se evidenciaron diferencias en la tasa de
prefiez en yeguas que recibieron multiples inseminaciones, (el 90% dos dosis: a las
24 y 40 horas post induccién con hCG), frente a yeguas inseminadas con Unica
dosis dentro de las 6 horas post ovulacion (Squires y col., 2006) concordando con la
informacion publicada por Loomis y Squires (2005). Vidament (2005), describe una
tasa de prefiez por ciclo de 45% usando doble inseminacion con 300x10° de
espermatozoides totales separada 24 horas, la cual se redujo a 33% cuando para la
segunda inseminacion se utilizé 150x10° espermatozoides totales.

Si bien este método es conveniente en cuanto al manejo, su uso se ve
restringido cuando la cantidad de semen es limitado o costoso, como lo son el caso
de padrillos que han muerto o que residen en otro pais (Miller, 2008). En cambio, si
se utiliza la técnica de dos IA a tiempo fijo descrita anteriormente, pero se reduce el
numero total de espermatozoides a la mitad en cada inseminacion (400x10°), la tasa
de prefiez no presenta diferencias significativas con la obtenida con una sola
inseminacién dentro de 6 horas post ovulacion con 800x10° (Reger y col.,2003).

2.1.3.3 TASAS DE PRENEZ Y DOSIS DE INSEMINACION

La dosis minima recomendada para obtener tasas de prefiez por ciclo
satisfactorias es de >300x10° de espermatozoides con motilidad progresiva para
semen fresco y de >200x10° de espermatozoides con motilidad progresiva para
semen congelado cuando se utiliza la inseminacion convencional, mientras que
dosis de inseminacion <100x10° de espermatozoides con motilidad progresiva
tiende a tener tasas de prefiez por ciclo subdptimas (Morris y Lyle, 2011).

Con el fin de disminuir el numero de espermatozoides necesarios para
obtener buenos indices de prefiez es que se crearon las técnicas de inseminacion
profunda por histeroscopia e inseminacion profunda en punta del cuerno guiada de
forma manual transrectalmente. Usando 100x10° de espermatozoides en cuerpo,
punta de cuerno o histeroscopia no se evidenciaron diferencias en las tasas de
prefiez, al comparar dichos resultados con 800x10° en cuerpo (Sieme y col., 2004).

2.1.3.4 TASA DE PRENEZ Y TECNICA

Las técnicas de inseminacion a dosis bajas, se desarrollaron inicialmente para
Su uso con semen sexado, ya que su procesamiento es lento como para producir
dosis inseminantes adecuadas para inseminar en el cuerpo uterino (Sieme y col.,
2004). A su vez, el aumento del uso del semen congelado y el alto costo de la dosis
de semen de algunos padrillos, han sido incentivo para reducir la cantidad de
espermatozoides utilizados por inseminaciéon. Aunque esta técnica puede parecer
novedosa, trabajadores rusos informaron sobre la inseminacion profunda en equinos
en la década de 1930 (Brinsko, 2006)

Se han descrito dos técnicas para la inseminacion con bajos numeros de
espermatozoides: la inseminacion profunda en punta de cuerno con una pipeta
flexible, atraumatica guiada de forma manual transrectalmente hasta corroborar que
la punta de la pipeta se encuentre proxima a la papila de la union utero tubarica
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(UUT) vy la inseminacién profunda por endoscopia a través de la utilizacion de un
histeroscopio.

La inseminacion profunda manual en el cuerno ipsilateral al foliculo
preovulatorio es un método sencillo utilizado actualmente para la IA con dosis bajas.
La mayor desventaja manifestada por algunos autores, es que puede causar trauma
e irritacion durante su manipulacién si no es realizado cuidadosamente (Reger y col.,
2003; Samper y col. 2008). Esto, fue lo que argumentaron Reger y col., (2003) tras
hallar una disminucion en la recuperacion embrionaria cuando se realiz6 la técnica
profunda en comparacion con la convencional (20% y 50% respectivamente),
empleando dos inseminaciones con 200x10° e intervalo de 16 horas (Reger y col.,
2003). Los mismos resultados fueron obtenidos por Squires y col., (2002). Sin
embargo diversos estudios no evidenciaron diferencias en la tasa de prefiez,
poniendo en cuestionamiento dicha afirmacion, tal es el caso del trabajo publicado
por Sieme y col.(2004) donde no se reportaron diferencias en las tasas de prefiez
entre ambas técnicas con 100x10° ni con 800x10° de espermatozoides congelados,
en hembras normales (Sieme y col.,, 2004). De todas maneras la IA en punta de
cuerno no es una técnica optima para yeguas problema (Sieme y col., 2004). Al igual
que Sieme y col. (2004), Clement y col. (2005) y Petersen y col. (2002) no
obtuvieron diferencias en los resultados obtenidos entre los métodos convencional y
profundo, en estos trabajos, usaron doble inseminacion en un intervalo de 24 horas,
en punta de cuerno con 400 millones y 50 millones de espermatozoides
respectivamente. Por otro lado Govaere y colaboradores (2014), obtuvieron
resultados beneficiosos usando inseminacion profunda con dosis bajas (27x10°de
espermatozoides con motilidad progresiva).

2.1.3.5 SELECCION DE LA YEGUA

La seleccion y manejo de la yegua tiene un rol significativo en los resultados
obtenidos con semen congelado (Sieme y col., 2004). Entre otros factores
evaluados, el estatus de las yeguas demostré presentar el mayor impacto sobre la
tasa de prefiez (Samper, 2001).

Datos recolectados por Samper, durante las temporadas reproductivas entre
1991 y 2000, de 578 yeguas inseminadas con semen congelado de 108 padrillos,
arrojaron una tasa de prefiez al primer ciclo de 56,7%. Al desglosar dichos datos en
categorias de yeguas, se observa una tasa de 37,2 % en yeguas virgenes mayores
8 afnos; 56,2% en yeguas falladas; 59,3% en yeguas paridas, 68,8% en virgenes
menores de 7 anos y 38,5% en yeguas que debieron ser tratadas por endometritis
(Samper, 2001). Otros autores también reportaron diferencias en las tasas de prefiez
entre yeguas falladas, virgenes y paridas, siendo menores en yeguas consideradas
problematicas (falladas) que en yeguas reproductivamente normales (37,2% y 48,4%
respectivamente) (Barbacini y col., 1999). La fertiidad con semen congelado
también se ve disminuida en yeguas inseminadas en el primer celo posparto (20%)
comparado con el celo subsiguiente (56%) (Sieme y col., 2004) y en yeguas
mayores a 16 afnos (Barbacini, 1999)

En la ultima década se han logrado progresos en el método de congelacion,
disponibilidad de nuevos crioprotectores, mayor conocimiento de los profesionales
en técnicas de evaluacién, manejo y descongelacion del semen, uso de estrategias
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de inseminacién mas simples y disponibilidad de hormonas para las hembras, son
algunos de los cambios que han incrementado los resultados tornando la técnica
mas popular entre criadores y veterinarios.

2.2. TRANSPORTE ESPERMATICO

2.2.1. INTRODUCCION

El transporte espermatico en la hembra es mucho mas que la simple
migracion de los espermatozoides al sitio de fertilizacion (Scott, 2000). Diversos
mecanismos regulan el paso de los espermatozoides a través del tracto reproductor
femenino asegurando que solo los que tengan morfologia y motilidad normal sean
los que tengan éxito y consigan llegar al sitio de fertilizacion (Suarez, 2006).

Los espermatozoides pueden permanecer dentro de la hembra durante dias o
incluso meses en algunas especies, a la espera de la llegada del ovocito (Suarez,
2006). Existen, en los equinos, reportes de prefieces con inseminacién cinco a seis
dias antes de la ovulacién (Day, 1942; Burkhardt, 1949).

En los animales en que el semen es depositado en la vagina, existe una
respuesta inmunitaria a este nivel, ademas el cérvix y el mucus cervical constituyen
otra barrera para la seleccién de los espermatozoides. En el equino, tanto en la
monta natural como en la IA el semen es depositado en el Utero, por lo que dichas
barreras son evitadas. En cambio, los espermatozoides deben enfrentar la respuesta
inflamatoria uterina y atravesar la union utero-tubarica para lograr ingresar a la tuba
uterina (Suarez, 2002). Solo unos pocos espermatozoides alcanzan la tuba uterina
en comparacion con la cantidad depositada. Pese a que el numero siempre es
proporcionalmente bajo, se demostr6 un aumento de células espermaticas en la
misma al dia 5 y 8 luego de comenzado el celo en comparacion con dias previos o
posteriores (Parker y col. 1975).

Se ha observado que la habilidad del semen congelado para pasar la UUT,
formar reservorios y en particular para alcanzar la ampolla fue mucho menor que la
del semen fresco (Bader, 1982).

2.2.2.CONTRACCIONES UTERINAS

Si bien la motilidad de los espermatozoides contribuye al transporte a través
del tracto reproductivo femenino, las contracciones del miometrio pueden ser mas
importantes (Troedsson y col. 1998). La prostaglandina esta presente en el plasma
seminal pero también es originada por la endometritis fisiolégica inducida por el
servicio, donde no solo actua como mediador inflamatorio sino que también estimula
las contracciones uterinas (Troedsson, 2006). Ademas, la monta, la distensién de la
vagina, la manipulaciéon cervical, la infusion uterina y en algunos casos la
estimulacion con el padrillo resultan en un pico de oxitocina (Nikolakopoulos y col.
2000), dichos estimulos incrementan el numero de contracciones uterinas medidas
por ultrasonografia (Campbell y England, 2004). Katila y col. (2000) utilizando
cintigrafia demostraron la ocurrencia de contracciones uterinas dentro de la primera
media hora luego de la inseminacién pero con gran variacion entre las hembras,
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entre 5 y 65 contracciones durante este periodo. Se identificaron también cuatro a
siete movimientos circulares de espermatozoides en el cuerpo y en zona mas ventral
de los cuernos uterinos, seguidos de una rapida afluencia de espermatozoides en la
punta del cuerno y el posterior retorno al cuerpo. Hallazgos similares se reportaron
por Troedsson y Liu en un trabajo no publicado, donde usaron electromiografia
(Troedsson y col., 1998). La actividad miometrial inicial dur6 media hora, para luego
aumentar nuevamente a las 4 horas hasta al menos 12 horas después de la
inseminacion. Es probable que esta segunda fase de contracciones sea necesaria
para la eliminacién del exceso de semen (Troedsson y col,1998).

2.2.3. TRANSPORTE EN EL TRACTO REPRODUCTOR FEMENINO

Ocho minutos después de la inseminacion artificial se evidenciaron
espermatozoides marcados por radiois6topos en la punta de los cuernos uterinos
(Katila y col.,, 2000). En el 66.6% de las yeguas se pudieron recuperar
espermatozoides de la tuba uterina a la media hora de la inseminacion (Fiala y col.,
2010). Sin embargo, Brinsko y colaboradores realizando lavados uterinos a las 0,5y
2 horas post inseminacion tuvieron una disminucién en la tasa de prefiez (Brinsko y
col., 1990), mientras que lavados realizados 4 horas post inseminacion, no redujeron
la fertilidad (Brinsko y col. 1991). Bader (1982) compar¢ el transporte espermatico en
yeguas sacrificadas a las 2, 4 y 6 horas de inseminadas, usando dosis de 100 a
4700x10°. Al igual que los citados autores recuperd espermatozoides a las 2 horas,
pero encontré diferencias significativas en el numero de espermatozoides entre los
intervalos de tiempo estudiados, siendo la mayor cantidad a las 4 horas post
inseminaciéon. En coincidencia, un trabajo publicado por Fiala y col. (2007) el
porcentaje de yeguas que tenian espermatozoides en las tubas uterinas y unién
utero tubarica (UUT), independientemente de las concentraciones de
espermatozoides comparadas, fue similar en todos tiempos de observacion (2, 4 y
24 horas). Con cualquiera de las tres concentraciones utilizadas, 2 h después de la
inseminacion habria suficiente esperma en la UUT para permitir la fecundacién en
mas del 54% de las yeguas, aumentando a 67 y 74% a las 4 y 24 h. Por otro lado,
Fiala y col. (2010) no observaron diferencias en el numero de espermatozoides
obtenidos en el oviducto, ni en el numero de yeguas con presencia de
espermatozoides en las tubas uterinas entre los grupos 0,5, 1, 2, 4, 10 y 24 horas
post IA con dosis de 500x10° de semen refrigerado. En otro estudio Samper y col.
(2016), demostraron que lavados uterinos realizados 1 hora post IA con semen
congelado en punta de cuerno, no afectaron las tasas de prefiez en yeguas
normales, mientras que yeguas subfértiles mostraron una tendencia a incrementar la
fertilidad.

La distribucion espermatica es idéntica tanto en los cuernos como en las
tubas uterinas, independientemente del lugar donde se encuentre el foliculo
dominante cuando se utiliza inseminacion en cuerpo uterino (Fiala y col., 2008; Fiala
y col., 2010). En cambio, cuando la inseminacién se realiza en cuerno ipsilateral al
foliculo dominante, la recuperacién espermatica del oviducto del mismo lado, fue
mayor que la del contralateral a las 18 horas post inseminacién con semen fresco
(Rigby y col., 2000). La cantidad de espermatozoides obtenidos de la trompa uterina
ipsilateral en yeguas inseminadas en la punta del cuerno del mismo lado, duplica al
de las yeguas inseminadas en el cuerpo uterino (Rigby y col., 2000).
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2.2.4 RESERVORIOS EN LA HEMBRA

La yegua presenta estro prolongado, la duracién promedio es de 6,5 dias y la
ovulacion generalmente ocurre 24 a 48 horas antes de finalizarse (McCure y col.,
2011). Por lo que para conseguir la fertilizacién, los espermatozoides del equino se
han adaptado a sobrevivir por largo tiempo en el tracto reproductivo de la hembra, es
por eso que luego de su llegada al oviducto, se agrupan formando reservorios (Scott
y col.,, 2000). La union utero tubarica (Scott y col., 2000), el epitelio oviductal
(Thomas y col., 1994) y las glandulas endometriales (Fiala y col., 2010) se han
sugerido como los posibles sitios de reserva

Figura 1. Microscopia electrénica de barrido de esperma equino y el epitelio de la
papila, donde los espermatozoides se encuentran en la profundidad de un pliegue
epitelial de la union utero tubarica, presentando la disposicion uno al lado del otro 18
horas después de la inseminacién (bar=2um) (Scott, 2000)

El reservorio oviductal cumple tres funciones: previene la poliespermia,
mantiene la fertilidad y regula la capacitacion e hiperactivacién del espermatozoide.
La capacitacion se define como un conjunto de cambios en la membrana plasmatica
que permite la reaccion acrosomica. La hiperactivacion es un incremento en la
motilidad del flagelo (Suarez, 2002).

Un 70% de las yeguas presentan espermatozoides en la unién utero tubarica
ala 1, 2 o 4 horas post inseminacion (Fiala y col.,, 2010) y 18-26 horas post
inseminacion (Scott y col., 2002). Los mismos se localizan, particularmente dentro
de la luz de la papila o insertos en la pared, en contacto intimo con el epitelio
luminal, siendo posible observarlos dispuestos en grupos uno al lado del otro a las
18-26 horas post inseminacion (Scott y col., 2002). Fiala y colaboradores en 2010, a
su vez, observaron células espermaticas en las glandulas endometriales desde 0,5
hasta las 24 horas post inseminacion, cuyo numero decrece con el transcurso del
tiempo.
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Figura 2. Microscopia electronica de Barrido, vista -de gran aumento de los
espermatozoides asociados con las cilias del epitelio (bar=1um) (Suarez, 2006).

Las células espermaticas se adhieren al epitelio oviductal por la regién rostral
del acrosoma (Thomas y col.,, 1994). Dicha adhesién impide la capacitacion y
prolonga la viabilidad de los espermatozoides hasta el momento préximo a la
ovulacion, lo cual se logra manteniendo la concentracion de calcio baja dentro de
éstos. Esto podria servir para prolongar la vida util de los espermatozoides, ya que la
capacitacion y la posterior reaccion acrosémica implican un aumento de calcio que
finalmente conducen a la muerte del espermatozoide si no se produce la fertilizacion
(Dobrinski y col., 1996; Ball, 2011).

Dobrinski y col. (1995) demostraron in vitro que los espermatozoides
criopreservados presentan una menor capacidad para unirse al epitelio del oviducto
y a la zona pelucida que los de semen fresco. Observaron también, un mayor
porcentaje de espermatozoides con dafio de membrana, dafio acrosomal y menor
motilidad. Esto explica en parte la reduccion de la fertilidad del semen congelado.

2.2.5. ELIMINACION DEL SEMEN

Al momento del ingreso del embridn al utero las condiciones deben ser
optimas, por lo que el exceso de semen, los espermatozoides anormales y
contaminantes que puedan ingresar durante la monta o inseminacién artificial deben
ser eliminados. Esto se logra gracias a las contracciones y a la respuesta
inflamatoria uterina. Un estudio realizado por Katila y col. (2000), demostrd que a las
2,5 horas de la inseminacion la mayoria del semen se encontraba en la vagina
mientras otra parte habia sido eliminada y que a las 4,5 horas practicamente no se
encontraba semen en el utero.

Bader (1982), evidencio fagocitosis, interrupcion de la membrana plasmatica y
pérdida del acrosoma en espermatozoides recuperados de tracto reproductivo
femenino y evaluados mediante microscopia electronica a las 4 horas post IA.
Dichas alteraciones se incrementaron con el paso de tiempo. Una eliminacion
gradual desde el oviducto puede ser interpretada como el resultado de la reduccion
de espermatozoides encontrados a las 6 horas en comparacion con 4 horas, es
probable que (al igual que se ha descrito en otras especies) algunos
espermatozoides pasen a través de los oviductos hacia cavidad abdominal (Bader,
1982).
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2.3.ENDOMETRITIS

2.3.1.INTRODUCCION

El utero de la yegua esta protegido de contaminantes gracias a mecanismos
fisicos, inmunolégicos y al sistema linfatico funcional (Malschitzky y col. 2007).
Durante el servicio el semen es depositado junto con bacterias en el utero,
constituyendo una fuente de contaminacion y causando una respuesta inflamatoria
(Trodesson, 2011).

2.3.2.ENDOMETRITIS POST SERVICIO

La reaccioén inflamatoria inducida por el servicio, es un proceso fisiolégico y
necesario por el cual el exceso de semen y la contaminacion bacteriana son
eliminados del tracto reproductivo femenino (Troedsson y col., 1998). Dicho proceso
se desarrolla mediante dos caminos complementarios: eliminacion mecanica y
respuesta inflamatoria. La respuesta inflamatoria es de tipo innata, lo cual constituye
una ventaja cuando se sirve sucesivamente con el mismo padrillo (Lyle, 2011). Una
vez en el utero los espermatozoides estimulan la cascada de complemento,
determinando el influjo de PMNs al utero (Troedsson y col., 1995; Troedsson, 2006;
Woodward y col., 2013). Kotilainen y col., (1994) concluyeron que dicha respuesta
ocurre tanto por inseminacion artificial como por monta natural. Katila (1995)
demostré el influjo de PMNs a la luz uterina a partir de los 30 minutos post IA. El
numero fue en aumento hasta lograr el pico a las 8 horas, manteniéndose por 12 a
24 horas. A las 48 horas la mayoria de los PMNs habian desaparecido. Sin
embargo, en otro estudio, dos dias después de la monta o inseminacion, fue posible
recuperar espermatozoides intactos, dafados y cabezas espermaticas dentro de
neutréfilos por lavado uterino (Watson y Nikolakopoulus, 1996), los autores
adjudicaron esta menor tasa de remocion espermatica al momento en que las
yeguas fueron cubiertas (un dia antes de la ovulacion), ya que el dia de la ovulacion
el utero y el cérvix comienzan a estar bajo influencia de la progesterona (Watson y
Nikolakopoulus, 1996). Fiala y col. (2007) evidenciaron un comportamiento similar al
obtenido por Katila (1995), presentandose el momento de mayor inflamacion a las 4
horas cuando se comparo con 2 y 24 horas (Fiala y col., 2007).

Los PMNs fagocitan los espermatozoides capturados y aumenta la liberacion
de prostaglandina F2alfa (PGF2a) a partir del metabolismo de acido araquidénico de
las membranas celulares por la via de la ciclooxigenasa (Troedsson y col., 1995;
Canisso y col.,, 2020). Este mediador también tiene accion sobre el miometrio,
causando la contraccion del musculo liso, contribuyendo a la eliminacion del liquido
acumulado y productos inflamatorios nocivos (Troedsson y col., 1995). La oxitocina
que es liberada por la pituitaria frente a diversos estimulos relacionados a la monta o
la inseminacion, también participa en las contracciones miometriales
(Nikolakopoulos y col., 2000). Una vez que dichos productos nocivos son eliminados
del utero, la inflamacién disminuye y el ambiente retorna a la normalidad, siendo
posible la sobrevida del embridn cuando entra al utero el dia 5 o 6 post ovulacion.
Aquellas hembras que fallan en resolver la endometritis dentro de 48-72 horas luego
del servicio, son categorizadas como yeguas susceptibles a la endometritis
persistente post-servicio (Woodward y col., 2013; Canisso y col., 2020 ).
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Figura 4. Microscopia electrénica de barrido mostrando la fagocitosis de un
espermatozoide en el lumen uterino (Bader, 1982).

2.3.3.DIAGNOSTICO DE ENDOMETRITIS

Los métodos usados para evaluar la inflamacién uterina son: la medicion del
acumulo de fluido uterino con ecografia y conteo de PMNs en muestras obtenidas
por cepillos citolégicos, hisopos o colecta de fluido uterino mediante tampones o
lavado de bajo volumen (Bohn y col., 2014). La toma de muestras uterinas debe
realizarse bajo condiciones de esterilidad, evitando que el dispositivo de muestreo
sea expuesto al ambiente, y solamente se exteriorice una vez atravesado el orificio
externo del cérvix. Para su observacion las muestras se preparan haciendo rodar el
cepillo o hisopo sobre un portaobjetos y se deja secar para una posterior tincién con
Wright Giemsa (Card, 2005). Se puede utilizar una doble protecciéon para minimizar
la contaminacién vestibular, vaginal y cervical al momento de la entrada y salida del
utero (Card, 2005).

El lavado uterino de bajo volumen consiste en infundir 50-150 ml de solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) y a continuacion se masajea el utero previo a la
colecta del lavado (Bohn y col., 2014; LeBlanc, 2011). Su principal ventaja es que
permite evaluar mayor superficie endometrial (Bohn y col.,, 2014; Canisso y
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col.,2020). La colecta es centrifugada y resuspendida en 1 ml de PBS o de lo
contrario se debe mantener en un tubo en vertical para que decante. Se toma una
muestra para colocar en el portaobjetos y se tifie como ya fue descrito (Card, 2005;
LeBlanc 2011).

Las células presentes en una muestra endometrial exfoliativa incluyen células
endometriales, neutrofilos, linfocitos, monocitos, macrofagos, eritrocitos y escamas.
Los criterios para la interpretacion de los resultados citologicos fueron resefados por
Card (2005). Estos métodos incluyen: cantidad de neutréfilos por campo (400x),
neutréfilos por portaobjetos, relacion de neutrofilos-células epiteliales y el porcentaje
de neutréfilos (Card, 2005). Algunos autores usan un sistema positivo/negativo,
mientras que otros cuantifican el grado de inflamacion, pero hay una falta de
acuerdo sobre las pautas (Card, 2005).

Un trabajo realizado por Jorge y col. (2017) que compara el porcentaje de
PMNs obtenidos por las técnicas de cepillo citologico y lavado de bajo volumen,
concluye que no hay diferencias entre la utilizacion de estas técnicas en cuanto a su
eficacia, en cambio plantea mayor practicidad con el uso del cepillo frente al lavado
de bajo volumen. Bohn y col. (2014) también compararon técnicas citolégicas de
diagndstico, en este caso los métodos evaluados fueron: cepillo citolégico e hisopo
con doble proteccion y lavado de bajo volumen. La celularidad, la calidad
morfolégica de las células y el numero de células inflamatorias por campo (400x),
fueron los parametros considerados. Ademas, cada muestra se clasificé como:
adecuada, minimamente adecuada e inadecuada para el diagndstico. La técnica por
cepillo citolégico fue la mejor calificada, seguida por el lavado a bajo volumen
mientras que las muestras obtenidas por hisopo presentaban células rotas o
dispuestas en grupos gruesos, con fondo mucoide grueso que dificultan la
identificacion celular (Bohn y col., 2014).

2.3.4.FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA INFLAMATORIA

2.3.4.1. TIPO DE SEMEN (FRESCO O CONGELADO)

Mediante observaciones clinicas se ha sugerido que una marcada y
prolongada endometritis post servicio se desencadena tras la IA con semen
congelado (Kotilainen y col., 1993; Troedsson, 2006). Se han mencionado como
posibles causas: la elevada concentracion espermatica utilizada (Kotilainen y col.,
1994; Fiala y col., 2007), la ausencia de plasma seminal (Troedsson y col., 1995), la
reaccion a componentes de los diluyentes para la congelacién (Kotilainen y col.,
1994; Palm y col., 2008) y mayor proporcion de espermatozoides muertos (Katila,
2012).

Kotilainen y col. (1994) con el fin de esclarecer los motivos que llevan al
semen congelado a causar una reaccion mas intensa, comparo los efectos de
inseminar con semen fresco y congelado,en altas concentraciones o diluidos. El
mayor numero de PMNSs, a las 6 horas de la inseminacidn, se obtuvo con semen
congelado, pero la respuesta inflamatoria fue igualada al llevar el semen fresco a la
misma concentraciéon y mismo numero de espermatozoides inseminados (Kotilainen
y col., 1994). Frente a éstos resultados los autores sugirieron que, una mayor
concentracion, lleva a mayor contacto de los espermatozoides con el endometrio, lo
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que causa mas irritacién y una respuesta inflamatoria mas marcada (Kotilainen y
col., 1994).

Como ha sido expuesto previamente, en el procesamiento del semen, gran
parte del plasma seminal debe ser removido para su criopreservacion. Existe
evidencia contradictoria sobre el rol del plasma seminal en el transporte espermatico
y en la inflamacion uterina de las yeguas (Portus y col., 2005). Mientras que in vitro
los estudios muestran una accion moduladora y supresora de la unién de PMNs a
los espermatozoides (Troedsson y col., 1995), in vivo ha sido demostrado que el
plasma seminal es capaz de inducir por si mismo, un aumento de PMNs en el lumen
uterino (Fiala y col. 2002). Sin embargo, la presencia del plasma seminal acorta la
duracion de la endometritis inducida por el servicio. Troedsson y col., (2001)
recuperaron menor numero de PMNs a las 24 horas que a las 6 y a las 12 horas
post inseminaciéon cuando se utilizaron espermatozoides en presencia de plasma
seminal. Mientras que esta diferencia no fue constatada cuando se reemplazé por
diluyente comercial. En el mismo sentido, en un trabajo donde se evalud la evolucion
en el tiempo de respuesta inflamatoria del plasma seminal, se determind un pico en
el conteo de PMNs a las 4 horas disminuyendo a las 24, entre tanto, en la leche
descremada mostré un aumento significativo a las 24 horas, demostrando por lo
tanto, que la reaccién causada por el plasma seminal se resuelve mas rapido (Fiala
y col., 2002). EI mecanismo por el cual el plasma acorta la duracién de la respuesta
inflamatoria, no esta claro (Troedsson, 2006), pero se ha observado, que el efecto
supresor sobre la quimiotaxis disminuye cuando el plasma seminal es sometido a
tratamientos con calor (Dhams y Troedsson, 2002). Alghamdi y col.(2004) aislaron
proteinas presentes en el plasma vy posteriormente las agregaron a
espermatozoides. Aquellos espermatozoides que recibieron dicho tratamiento
presentaron una reduccion en la adhesion a los PMNs, demostrando que dicho
efecto sobre la opsonizacién y fagocitosis, esta asociado a la fraccidén proteica del
plasma seminal. Los mismos investigadores suspendieron espermatozoides en
plasma seminal o en diluyente de semen con los que se inseminaron yeguas 12
horas después de haberles inducido una endometritis. La tasa de prefiez fue 77% en
el grupo inseminado con espermatozoides suspendidos en plasma seminal, en
cambio se redujo drasticamente (5%) cuando se uso diluyente, dejando ver su efecto
protector (Alghamidi y col., 2004). Portus y col. (2005), por otro lado, hallaron in vivo
que la adiciéon de plasma seminal previo a la inseminacién, causé un aumento de
PMNs obtenidos en lavado a las 6 horas posteriores a la misma. En este estudio, se
identificé una disminucién en las contracciones uterinas. La diferencia puede
deberse a que el lavado se realizé a las 6 horas de la inseminacion, préximo al pico
inflamatorio observado por Fiala y col. (2002).

Al igual que el plasma seminal y la leche descremada, los diferentes
diluyentes también provocan respuesta inflamatoria por si mismos. Palm y col.
(2008), compararon la inflamacién causada a las 12 horas tras la infusion de PBS,
plasma seminal, diluyente en base a leche descremada y diluyente en base a yema
de huevo. La mayor respuesta fue observada cuando se usé plasma seminal y
diluyente en base a leche, siendo el diluyente en base a yema de huevo el que
caus6 menor respuesta. La yema de huevo contiene progesterona y fue este
diluyente el que presentd mayor cantidad de progesterona entre las sustancias
infundidas en dicho estudio. La alta concentracion de esta hormona podria ser la
responsable de la menor respuesta inflamatoria del endometrio (Palm y col., 2008).
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Durante la criopreservacion, incluso con el uso de protocolos adecuados, un
40-50% de los espermatozoides no sobreviven (Watson, 2000), se ha
responsabilizado al alto porcentaje de espermatozoides alterados o muertos de la
mayor reaccion inflamatoria ocasionada por el semen congelado (Kotilainen et al.
1994), pero esta teoria fue refutada posteriormente. Para evaluar dicha hipétesis
Katila (1997) insemind yeguas con espermatozoides vivos e inactivados por calor, la
reaccion inflamatoria a las 5 horas no vari6 entre los grupos, tampoco fue diferente
la eliminacién espermatozoides (Katila, 1997). Por otro lado, Clerc (2020) obtuvo
menor numero de PMNs en el grupo de yeguas inseminadas con espermatozoides
muertos cuestionando el efecto de los espermatozoides muertos en la endometritis
inducida por el semen congelado (Clerc, 2020).

2.3.4.2. DOSIS Y CONCENTRACION

Como hemos enunciado previamente el numero total de espermatozoides y la
concentracion espermatica influyen en la respuesta inflamatoria, a mayor
concentracion y mayor numero espermatico mas intensa es la respuesta (Kotilainen
y col, 1994). En un trabajo realizado por Fiala y col. (2007) comparando
concentraciones de 5, 25 y 50 millones de espermatozoides por mililitro y dosis de
100, 500 y 1000 millones respectivamente observaron que la respuesta inflamatoria
es dependiente de la concentracién, con una mayor respuesta en el grupo mas
concentrado para mediciones a las 2 y 4 horas, no asi para el conteo de PMNs a las
24 horas, donde no hubo diferencias significativas concordando con Guvenc y col.
(2005). Probablemente un mayor numero o concentracion de espermatozoides
induce una quimiotaxis mas fuerte de PMNs, lo que resulta en una fagocitosis rapida
y eficiente, dando como resultado un proceso inflamatorio de corta duracion (Fiala y
col., 2007). Esto también lo demostraron Nikolakopoulos y Watson (2000) al detectar
que la respuesta inflamatoria tarda mas en resolverse en el grupo que utiliz6 menor
concentracion y dosis, donde hallaron mas PMNs a las 48 horas, que en el de mayor
concentracion de espermatozoides (aprox 80% vs 37% respectivamente). Los
resultados no son distintos cuando se mantiene constante la concentracidon
inseminante pero se varia el numero total de espermatozoides, esto fue evidenciado
recientemente en un trabajo publicado por Gomes y col. (2019) donde mayor
numero de PMNs se obtuvieron a las 4 horas tras la inseminacion con 800 millones
cuando se comparo con una dosis de 40 millones, pero contrario a los citados
autores en este trabajo la reaccion evaluada a las 24 continué siendo mayor en el
grupo de dosis alta.

2.3.4.3. SITIO DE INSEMINACION

Existe preocupaciéon acerca de la posibilidad de que la inseminacién profunda
con pipeta guiada transrectalmente cause trauma o irritacion de la mucosa uterina,
resultando en una mayor respuesta inflamatoria que la técnica convencional. Para
esclarecer esta sospecha, Guvenc y colaboradores compararon el numero y
porcentaje de PMNs 24 horas post |IA con semen congelado en cuerno y cuerpo
uterino. No se evidenciaron diferencias significativas, concluyendo que no es una
técnica traumatica ni irritante, por lo que no incrementa el riesgo de endometritis post
servicio en yeguas sanas (Guvenc y col., 2005). Asi mismo, Cazales y col. (2016) y
demostraron mayor reaccién inflamatoria a las 12 horas tras la inseminacion
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convencional en el cuerpo uterino que post inseminacion profunda guiada
transrectalmente (Cazales y col., 2016).

3. HIPOTESIS

La técnica (convencional en cuerpo uterino o profunda en punta de cuerno) y
la dosis (50x10° o 400x10° de espermatozoides) de inseminacion afectan el
transporte espermatico y la reaccion inflamatoria post-inseminacién.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia del sitio (cuerpo o
punta de cuerno uterino) y la dosis (50x10° o 400x10° de espermatozoides) de
inseminacion sobre el transporte espermatico y la respuesta inflamatoria uterina
luego de la inseminacion artificial (IA) con semen congelado equino.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el efecto del sitio (cuerpo o punta de cuerno uterino) y la dosis de
inseminacion (50x10° o 400x10° de espermatozoides) con semen congelado, sobre
el numero de espermatozoides recuperados de la tuba uterina ipsilateral al foliculo
dominante a las 2, 4 y 12 horas post-inseminacion.

2) Determinar el efecto del sitio y la dosis de inseminacion con semen
congelado, sobre el numero de polimorfonucleares en la luz uterinaalas 2,4y 12
horas post-inseminacion.

3) Determinar si el uso de la pipeta guiada hasta la punta del cuerno uterino
causa un aumento en el numero polimorfonucleares en la luz uterina en
comparacién con la inseminacién en cuerpo del utero.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 PROYECTO

El presente trabajo esta comprendido dentro de un proyecto de investigacion
mayor, el cual forma parte de la Tesis Doctoral del tutor. Para su realizacion conto
con la aprobacién de la Comision Honoraria de Experimentaciéon Animal (CHEA), de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica, (Formulario N°
111130-001637-13).
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5.2 DURACION, LUGAR Y ANIMALES

El trabajo experimental se desarrollé6 durante los meses de octubre a marzo
en las temporadas reproductivas 2015-2016, 2016-2017 y 2017-2018 en el
Frigorifico de Equinos SAREL SRL, departamento de Canelones, Uruguay.

Se seleccionaron 105 yeguas ciclicas, en estro, destinadas a faena, con
condicion corporal minima de 3 (0/5) (Hennecke y col., 1983, modificada por
Malschitzky, 2001) y clinicamente saludables. El promedio de edad fue de 10,5 afios
(entre 3 y 25 anos), promedio de peso corporal de 452 Kg (entre 340 y 560 Kg) y sin
raza definida.

Para el congelamiento de semen se utiliz6 un solo padrillo de raza Pura
Sangre de Carrera (PSC), comprobadamente fértil, de 8 anos de edad, saludable y
con buena condicion corporal.

5.3 MANEJO REPRODUCTIVO DE LAS YEGUAS

Las yeguas fueron sometidas a un examen ginecoldgico mediante palpaciéon y
ecografia transrectal (Mattos y col., 1984). Para ser incluidas dentro del estudio
debian estar ciclando y en estro; presentar tono uterino grado dos y cérvix relajado;
en la imagen ecografica: ausencia de contenido uterino y cuerpo luteo funcional,
presencia de foliculos mayores a 33 mm de diametro (Fig. 5) y edema uterino grado
tres (Fig. 6)

Las yeguas seleccionadas fueron sometidas a un examen citolégico del
lumen uterino luego de una cuidadosa limpieza del area perineal con agua potable y
jabén neutro, finalizando la limpieza con una solucion jabonosa liquida con
clorhexidina al 2 %. Posteriormente, se enjuagd y se seco con papel absorbente. A
continuacion, se procedid a la toma de la muestra mediante el uso de cepillos
ginecologicos estériles (Cito-Brush®, Juvaquez, Espana) y un dispositivo para toma
de muestras citolégicas de Botupharma (Botucatu, Sao Paulo), evitando la
contaminacién por el ambiente vestibular, vaginal y cervical (Mattos y col., 1984).
Seguidamente, el cepillo fue rodado con suavidad sobre la superficie de un
portaobjeto (Fig. 7), se dejo secar al aire y se coloreé con tincion de Pandptico
Pappenheim (Diff-Quik®, Baxter Health Care, Miami, FL) para posteriormente ser
evaluado microscopicamente en busqueda de polimorfonucleares (PMNs) (Fig. 8B).
Solo fueron utilizadas yeguas sin presencia de PMNs al examen citoldgico (Fig. 8A).
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Figura 6. Imagen ecografica de corte transversal de cuerno uterino con edema 3
(compatible con estro)
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Figura 8. (A) Microscopia Optica (400x) de muestra citolégica uterina negativa,
conteniendo células endometriales. (B) Microscopia o6ptica (400x) de muestra
citologica uterina positiva, conteniendo polimorfonucleares.
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5.4 SEMEN UTILIZADO

Para la IA se utiliz6 semen congelado con un diluyente comercial (Botucrio®,
Botupharma, Brasil) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Por cada
eyaculado congelado, tres pajuelas fueron descongeladas en bafio maria a 37°C por
30 segundos y analizadas por sistema computarizado CASA (AndroVision®, Minitub,
Tiefenbach, Alemania). Este padrillo fue clasificado como de buena congelabilidad
(motilidad progresiva > 35 % post descongelado) y buenas tasas de prefiez por ciclo
(> 50%) con semen congelado (Vidament, 2005; Loomis, 2014; Sieme, 2014). El
semen estaba acondicionado en pajuelas de 0,5 mL, con 50 x 10° espermatozoides
totales por pajuela. El protocolo de descongelamiento fue a 37°C en bafio maria
durante 30-60 segundos. Solo se emplearon muestras que post descongelamiento
tuvieran una motilidad progresiva de los espermatozoides >30%, esta caracteristica
fue evaluada subjetivamente tras la observacion al microscopio optico de luz con
contraste de fase (Alphaphot2 Nikon) y platina térmica a 37°C cada vez que se iba a
inseminar una yegua.

5.5 DISENO EXPERIMENTAL

Las yeguas seleccionadas fueron aleatoriamente inseminadas en el cuerpo
del utero (Body), o en la punta del cuerno ipsilateral al foliculo dominante (Tip) con
una pajuela de 0,5 mL — 50 x 10° espermatozoides totales (50) o con ocho pajuelas
de 0,5 mL — 400 x 10° espermatozoides totales (400). La inseminacion profunda se
realizd con una pipeta flexible atraumatica de 75 cm de largo (Minitlb, Tiefenbuch,
Alemania) guiada transrectalmente hasta la punta del cuerno uterino, mientras que la
inseminacion convencional en el cuerpo del utero se realizé de manera transcervical
con una pipeta de inseminacion flexible atraumatica de 57 cm (Minitub, Tiefenbuch,
Alemania), corroborando transrectalmente la ubicacion de la punta de la pipeta en la
mitad del cuerpo uterino. Las yeguas control, no fueron inseminadas. Una vez
inseminadas las yeguas fueron humanitariamente sacrificadas aleatoriamente a las
2, 4 y 12 horas post-inseminacion conformando los siguientes grupos
experimentales: Body 50 — inseminacion en el cuerpo del utero con 50 x 108
espermatozoides 2h (n=6), 4h (n=6) y 12h (n=7); Tip 50 — inseminacion en la punta
del cuerno ipsilateral al foliculo dominante con 50 x 10° espermatozoides 2h (n=12),
4h (n=9) y 12h (n=8); Body 400 — inseminacion en el cuerpo del utero con 400 x 108
espermatozoides 2h (n=8), 4h (n=6) y 12h (n=6) y Tip 400 - inseminacion en la
punta del cuerno ipsilateral al foliculo dominante con 400 x 10° espermatozoides 2h
(n=7), 4h (n=7) y 12h (n=7). Las yeguas del grupo control (n=16) no fueron
inseminadas.

Tabla 1. Disefio experimental

Lugarde NTE Volumen _N° Spzs/pajuela Yeguas Total
IA (x10%)  (mL) pajuelas (x10°) yeguas
2h  4h 12h
Tip 50 50 0,5 1 50 12 9 8 29
Tip 400 400 4 8 50 7 7 7 21
Body 50 50 0,5 1 50 6 6 7 19
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Body 400 400 4 8 50 8 6 6 20

Control - - - - - - - 16
105

Tip = Punta de cuerno ipsilateral al foliculo dominante, Body = Cuerpo uterino,
NTE=Numero total de espermatozoides, Spzs= espermatozoides, |IA=Inseminacion
artificial, h = horas post inseminacion

5.6 COLECTA Y EVALUACION DE LAS MUESTRAS:

Los organos reproductivos completos fueron recuperados y procesados
dentro de diez minutos posteriores al sacrificio. Los uteros, se lavaron con 50 mL de
solucion salina fosfatada tamponada (PBS) 0,1 M pH 7,4, con una sonda Foley (24
FR) introducida por la punta del cuerno derecho, estando bloqueadas las aberturas
del cérvix y la punta del cuerno izquierdo por pinzas hemostaticas (Fig. 9). El liquido
recuperado (Fig.10), se homogeneizd y se tomé una muestra representativa para el
contaje de PMNs en la camara de Neubauer®. Cada PMN contado representaba 10
X 10° PMNs/mL.

Figura 9. Acondicionamiento para toma de muestras del lavado uterino.
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;l-', ; < “'~'~‘
Figura 10. Lavados uterinos recuperados.

Las tubas uterinas ipsilateral al foliculo dominante fueron separadas del utero
y lavadas con 1 mL de solucion de PBS con 0,1% dodecil sulfato sédico a partir del
infundibulo en direccién a la union utero-tubarica (Rigby y col., 2000), para lo cual se
introdujo un catéter corto 18 G en el infundibulo y para evitar el reflujo se coloc6 una
hemostatica con mandibulas cubiertas con goma (Fig. 11A). El liquido fue escurrido
manualmente hasta ser recuperado en microtubos tipo Eppendorf (DELTALAB S.L.,
Barcelona, Espana) de 3 mL de capacidad (Fig. 11B), previa homogeneizacion se
tomo una alicuota para el contaje de espermatozoides en la camara de Neubauer®.
Cada espermatozoide contado en la camara equivalio a 10 x 10°
espermatozoides/mL.

—

S,

Figura 11. (A) Lavado de tuba uterina ipsilateral él foliculo dominante para
recuperacion de espermatozoides. (B) Recuperacion en microtubos Eppendorf.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el programa estadistico Graph Pad Prism Version 8.0.2 (San Diego,
CA, USA) para la evaluacion de las variables. Los datos obtenidos fueron sometidos
a un analisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA). Fueron consideradas como
variables independientes la dosis de inseminacion (50 o 400 x 10° espermatozoides),
el sitio de inseminacion (punta del cuerno o cuerpo del utero), el tiempo
pos-inseminacién (2, 4, 12 h) y sus interacciones; mientras que el numero de células
espermaticas y PMNs en los lavados fueron consideradas como variables
dependientes. Se utilizd6 el método de comparaciones multiples de Tukey-Kramer
para las variables paramétricas y las pruebas de Wilcoxon y Kruskal-Wallis para
analizar los datos no paramétricos. Diferencias de Probabilidades < 0,05 fueron
consideradas significativas. Probabilidades entre 0,05 y 0,09 fueron consideradas
tendencia. Los datos fueron presentados como media + error estandar.

6. RESULTADOS

La motilidad total y progresiva media del semen descongelado evaluado por
el sistema de analisis computarizado (CASA) estan demostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Media (x EE) de motilidad espermatica total y progresiva del semen
descongelado evaluado por CASA.

MOTILIDAD %
Total 57,13 £ 6,29
Progresiva 40,27 + 4,42

6.1 TRANSPORTE ESPERMATICO

Las yeguas inseminadas tuvieron una media de espermatozoides
recuperados de las trompas uterinas ipsilaterales al foliculo dominante superior a las
yeguas control en todas las horas evaluadas (P < 0,05) (Tabla 3). En las yeguas del
grupo Body 50 no se recuperaron espermatozoides, no diferenciandose con las
yeguas control (Tabla 3). En las yeguas que se recuperaron espermatozoides la
media varié de 0,2 x 10* (0,0005% de la dosis inseminante) para las yeguas del
grupo Body 400 a las 2 h a 1,4 x 10* (0,0035% de la dosis inseminante) para las
yeguas del grupo Tip 400 a las 4 h (Tabla 3).

Tabla 3. Media (x EE) de espermatozoides (x10*) recuperados en los lavados de las
trompas uterinas ipsilateral al foliculo dominante de las yeguas del grupo control y de
las yeguas inseminadas en el cuerpo del utero (Body) y en la punta del cuerno (Tip)
con 50x10° (50) y 400x10° (400) de espermatozoides a las 2, 4 y 12 h
post-inseminacion.
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Tiempo en horas

2 4 12
Control 0+ 0*
Body 50 0+0 0+0 0+0
Tratamiento Tip 50 0,3+x0,1* 1,2+0,1* 0,4 £0,2*
Body 400 0,2+0,2* 0,8+0,3* 1,0 £ 0,4*
Tip 400 0,9+0,3* 1,4+0,3* 1,1+0,5*

Presencia de asterisco (*) representa valores que se diferencian estadisticamente (P
< 0,05) del grupo control. Body 50 = IA en el cuerpo del Utero con 50x10° de

espermatozoides; Tip 50 = IA en la punta del cuerno con 50x10° de
espermatozoides; Body 400 = IA en el cuerpo del Utero con 400x10° de
espermatozoides; Tip 400 = IA en la punta del cuerno con 400x10° de

espermatozoides.

El Sitio de inseminacion influencié el transporte espermatico (P = 0,025) pero
este no fue afectado por el Tiempo (P = 0,230) (Fig. 12 A). No se observd
interaccién Tiempo por Sitio (P = 0,852). Se observé una tendencia (P = 0,070) a
mayor transporte espermatico a las 2 h en las yeguas inseminadas en la punta del
cuerno en relacion a las yeguas inseminadas en el cuerpo del utero (Fig. 12 A).

La Dosis de inseminacion modifico el transporte espermatico (P < 0,001) el
cual no se vio afectado por el Tiempo (P = 0,175) (Fig. 12 B). No se observé
interacciéon Tiempo por Dosis (P = 0,233) (Fig. 12 B). Se observé mayor transporte
espermatico a las 4 (P = 0,007) y 12 (P = 0,012) horas post-inseminacion en las
yeguas inseminadas con 400 x 10° en relacion a las yeguas inseminadas con 50 x
10° de espermatozoides (Fig. 12 B).

Tanto la Dosis (P < 0,001) como el Sitio (P = 0,006) de inseminacion
influenciaron el transporte espermatico, no habiendo interaccién Dosis por Sitio (P =
0,749) (Fig. 12 C). Se observé mayor transporte espermatico (P < 0,003) en las
yeguas inseminadas con 400 x 10° en relacion a las yeguas inseminadas con con 50
x 10° de espermatozoides independientemente del sitio de inseminacion (Fig. 12 C).
Las yeguas del grupo Tip 50 tuvieron mayor transporte espermatico (P = 0,022) que
las yeguas del grupo Body 50 (Fig. 12 C). No se apreciaron diferencias en el
transporte espermatico entre yeguas inseminadas con 400 x 10° en la punta del
cuerno y en el cuerpo del utero (P > 0,09).
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Figura 12. Media de espermatozoides (+ EE) recuperados de las trompas uterinas
ipsilateral al foliculo dominante en relacién al (A) Tiempo y Sitio de inseminacion; (B)
Tiempo y Dosis de inseminacion (C) Dosis y Sitio de inseminacién. Asterisco (*)
Representa diferencias (P < 0,05) entre grupos; (a,b) y (x,y) representan diferencias
(P < 0,05) dentro de los grupos; Numeral (#) representa una tendencia estadistica
entre grupos (p = 0,070). Body = IA en el cuerpo del utero; Tip = IA en la punta del
cuerno; T = tiempo; S = sitio; D = dosis
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El porcentaje de yeguas con presencia de espermatozoides en la trompa
uterina ipsilateral al foliculo dominante a las 2 h post-inseminacién no varié entre las
yeguas del grupo Tip 50, Body 400 y Tip 400 (P = 0,161) (Fig. 13). Se observé una
tendencia (P = 0,069) a un mayor porcentaje de yeguas con presencia de
espermatozoides en la trompa uterina en las yeguas del grupo Tip 400 comparado
con las yeguas del grupo Body 50 a las 2 h pos-inseminacion (Fig. 13).

A las 4 h post-inseminacién, se observé un mayor porcentaje (P = 0,016) de
yeguas con presencia de espermatozoides en las trompas uterinas en las yeguas del
grupo Body 400 y Tip 400 en relacioén a las yeguas del grupo Body 50 (Fig. 13). No
se observaron diferencias (P > 0,09) entre las yeguas del grupo Tip 50, Body 400 y

Tip 400 (Fig. 13).

A las 12 h pos-inseminacion hubo diferencia (P = 0,05) en el porcentaje de
yeguas con presencia de espermatozoides en la trompa uterina a favor de las
yeguas del grupo Body 400 en comparacion a las yeguas del grupo Body 50 (Fig.
13). Se observo una tendencia (P = 0,069) a mayor presencia de espermatozoides
en las trompas uterinas en las yeguas del grupo Tip 400 en relacién a las del grupo
Body 50 (Fig. 13). No habiendo diferencias (P > 0,09) entre el resto de los grupos

evaluados a las 12 h pos-inseminacion (Fig. 13).
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Figura 13. Porcentaje de yeguas con presencia de espermatozoides en los lavados
de las trompas uterinas ipsilateral al foliculo dominante luego de ser inseminadas en
la punta del cuerno (Tip) y en el cuerpo del Utero (Body) con 50 x 10° (50) y 400 x
10° (400) de espermatozoides a las 2, 4 y 12 horas post-inseminaciéon. (a,b)
representan diferencia estadistica (P < 0,05) dentro de los grupos; Numeral (#)
representa tendencia estadistica dentro de los grupos (p = 0,069); % = porcentaje de

yeguas.
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6.2 RESPUESTA INFLAMATORIA

La media de PMNs encontrados en los lavados uterinos de las 16 yeguas del
grupo control fue de 0,34 x 10° + 0,13 x 10° PMNs (Tabla 4). Las yeguas
inseminadas tuvieron mayor numero de PMNs (P < 0,05) que las yeguas del grupo
control con excepcion de las yeguas del grupo B50 alas 2 h, TS50 alas 4 hy T400 a
las 12 h (P > 0,05) (Tabla 4).

Tabla 4. Media (+x EE) de PMNs (x 10°) en los lavados uterinos de las yeguas control
y de las yeguas inseminadas en la punta del cuerno (Tip) y en el cuerpo del utero
(Body) con 50 x 10° y 400 x 10° de espermatozoides a las 2, 4 y 12 horas
post-inseminacion

Tiempo en horas

2h 4h 12h
Control 0,3+0,1*
Body 50 6,0+ 048 1;‘11 ’g,f-’ 94,4 + 13,2*
Tratamiento Tip 50 12,0£3,0r 28651 77,8+153"
1546 + 183,2 + .
Body 400 oo drer 673392
Tip 400 90,4 + 19,6* 3;2’2*’-’ 39,2+56

Presencia de asterisco (*) representa valores que se diferencian estadisticamente (P
< 0,05) del grupo control. Body 50 = IA en el cuerpo del Utero con 50 x 10° de

espermatozoides; Tip 50 = IA en la punta del cuerno con 50 x 10° de
espermatozoides; Body 400 = IA en el cuerpo del Utero con 400 x 10° de
espermatozoides; Tip 400 = IA en la punta del cuerno con 400 x 10° de

espermatozoides.

El Tiempo (P = 0,024) y el Sitio (P = 0,001) de inseminacion alteraron el
numero de PMNs presentes en el lavado uterino, no observandose interaccion
Tiempo por Sitio (P = 0,270) (Fig. 14 A). Se observé una mayor (P = 0,009) reaccion
inflamatoria a las 4 h pos-inseminacion en las yeguas inseminadas en el cuerpo del
utero en relacion a las inseminadas en la punta del cuerno (Fig. 14 A). Las yeguas
inseminadas en el cuerpo del utero tuvieron menor (P < 0,05) numero de PMNs a las
2 h que a las 4 h post-inseminaciéon (Fig. 14 A). A las 12 h post-inseminacién en el
cuerpo del utero el numero de PMNs recuperados de los lavados uterinos no se
diferencié de las 2 y 4 horas post-inseminacion (P > 0,09) (Fig. 14 A). En el grupo
de yeguas inseminadas en la punta del cuerno no hubo diferencias en el nimero de
PMNs recuperados de los lavados uterinos entre ninguna de las horas evaluadas (P
> 0,05) (Fig. 14 A).

El tiempo post-inseminacién (P = 0,001) y la Dosis de inseminacion (P <

0,001) influenciaron la reaccién inflamatoria (Fig. 14 B), observandose una
interaccion Tiempo por Dosis (P < 0,001). Se aprecid6 una mayor reaccion
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inflamatoria (P < 0,003) en las yeguas inseminadas con 400 x 10° en relacién a las
yeguas inseminadas con 50 x 10° de espermatozoides a las 2 y 4 h
post-inseminaciéon (Fig. 14 B). Mientras que un menor numero de PMNs (P = 0,012)
fueron recuperados de los lavados uterinos de las yeguas inseminadas con 400 x
10° en relacion con las inseminadas con 50 x 10° de espermatozoides a las 12 h
post-inseminacion (Fig 14 B). Las yeguas inseminadas con 50 x 10° tuvieron mayor
(P < 0,001) numero de PMNs en la luz uterina a las 4 y 12 horas comparado con las
2 h post-inseminacién (Fig. 14 B). No hubo diferencias (P > 0,09) en la reaccion
inflamatoria entre las 4 y 12 horas post-inseminacion entre las yeguas inseminadas
con 50 x 10° de espermatozoides (Fig. 14 B). En las yeguas inseminadas con 400 x
10° la reaccion inflamatoria fue mayor alas 2y 4 h que a las 12 h post-inseminacién
(P < 0,05). No habiendo diferencias (P > 0,05) en el numero de PMNs entre yeguas
alas 2 y 4 horas post-inseminacién con 400 x 10° de espermatozoides (Fig. 14 B).

Tanto la Dosis (P = 0,001) como el Sitio (P = 0,003) de inseminacion
afectaron la respuesta inflamatoria, no habiendo interaccién Dosis por Sitio (P =
0,935) (Fig. 14 C). Se observd una mayor (P < 0,001) reaccion inflamatoria en las
yeguas inseminadas con 400 x 10° en relacion a las inseminadas con 50 x 10°
cuando estas fueron inseminadas en la punta del cuerno (Fig. 14 C). Hubo una
tendencia (P = 0,086) a una mayor reaccién inflamatoria en las yeguas inseminadas
con 400 x 10° en relacion a las inseminadas con 50 x 10° cuando estas fueron
inseminadas en el cuerpo del utero (Fig. 14 C). No se observo diferencias en el
numero de PMNSs recuperados en los lavados uterinos entre las yeguas inseminadas
con 400 x 10° en la punta del cuerno o en el cuerpo del Gtero (P > 0,09) (Fig. 14 C).
Por otro lado, si se vio una mayor reaccion inflamatoria en las yeguas inseminadas
con 50 x 108 en el cuerpo del Utero en relacion a las yeguas inseminadas con 50 x
10° de espermatozoides en la punta del cuerno ipsilateral al foliculo dominante (P =
0,039) (Fig. 14 C).
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Figura 14. Media de PMNs (£ EE) recuperados en los lavados uterinos en relacién al
(A) Tiempo y Sitio de inseminacion; (B) Tiempo y Dosis de inseminacion y (C) Dosis
y Sitio de inseminacion. Asterisco (*) Representa diferencias (P < 0,05) entre grupos;
(a,b) y (x,y) representan diferencias (P < 0,05) dentro de los grupos; Numeral (#)
representa una tendencia estadistica entre grupos (p = 0,086). Body = IA en el
cuerpo del utero; Tip = IA en la punta del cuerno; T = tiempo; S = sitio; D = dosis.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se demostré que el sitio de inseminacién influyd en el
transporte espermatico, viéndose favorecido con la inseminacién profunda. Un
mayor numero de espermatozoides se recuperaron en la tuba uterina ipsilateral al
foliculo dominante en los grupos inseminados con dicha técnica. Las ventajas de
reducir la distancia que los espermatozoides deben recorrer para alcanzar el sitio de
fertilizacion fueron demostradas previamente en ovinos y humanos (resefiado por
Brinsko, 2006). Esto fue observado también en equinos por Rigby y col. (2000)
quienes inseminando con semen fresco con la técnica de inseminacion profunda
recuperaron el doble de espermatozoides de la tuba ipsilateral que cuando
inseminaron en el cuerpo del utero. Similares resultados fueron obtenidos por Leéo
(2006) quien utiliz6 semen congelado. Usando inseminacion convencional en el
cuerpo del utero, lavados uterinos realizados 0,5 y 2 horas luego de la misma,
disminuyeron las tasas de prefiez (Brinsko y col. 1989). En cambio, cuando se utiliza
inseminacion profunda, es posible realizar lavados uterinos post inseminacion tan
pronto como una hora luego de la misma sin afectar las tasas de prefiez (Sampery
col., 2016). En el mismo sentido, en nuestro trabajo pudimos evidenciar una
tendencia a un mayor transporte espermatico inseminando en punta de cuerno a las
2 horas post inseminacion, demostrando que la IA profunda aceleraria el transporte
espermatico.

Independientemente del lugar de inseminacién, con la dosis de 400x10° un
mayor numero de espermatozoides alcanzaron las tubas uterinas a las 4 y 12 horas
post inseminacion. En cambio, a las 2 horas post-inseminacion, no hubo diferencias
significativas en el transporte espermatico entre las dosis. Esto coincide con los
resultados obtenidos por Fiala y col. (2007) quienes a diferentes dosis vy
concentracion espermatica no observaron diferencias significativas en el numero de
espermatozoides recuperados de las tubas uterinas a las 2 horas post-inseminacion,
concluyendo que, el comienzo del transporte espermatico no depende de la dosis ni
la concentracion utilizada (Fiala y col., 2007). Esto confirma lo dicho Troedsson y col.
(1998) quienes afirman que si bien la motilidad de los espermatozoides contribuye al
transporte a través del tracto reproductivo femenino, las contracciones del miometrio
serian las responsables de llevar los espermatozoides hacia la punta de los cuernos,
en los primeros 30 minutos posteriores a la IA (Katila y col., 2000), demostrando que
las mismas tienen un rol importante al inicio, impulsando la llegada de los
espermatozoides a la union utero tubarica.

En el grupo Body 50 no se recuperaron espermatozoides de las tubas
uterinas, siendo el unico grupo que no se diferencié del control. Mientras que a igual
dosis las yeguas inseminadas en punta de cuerno tuvieron mayor numero de
espermatozoides. Sugiriendo que, para conseguir un transporte espermatico a dosis
bajas, es necesario el uso de técnicas que aproximen los espermatozoides al sitio de
fertilizacion. Esto se alinea con los resultados obtenidos por Ledo (2006) y Govaere
y col. (2014). Ledo compard, al igual que nosotros, la recuperacién espermatica
mediante lavados de oviductos, utilizando semen congelado a una dosis de 20x10°
en cuerpo y punta de cuerno, no obteniendo recuperacidn espermatica para la
inseminacion en el cuerpo del utero. Por el contrario Woods y col., (2000) usando
semen fresco y Morris y col., (2003) con semen congelado y dosis inseminantes mas
bajas que en nuestro trabajo, no obtuvieron diferencias en tasas de prefiez entre la
inseminacion profunda y la inseminacion en cuerpo uterino. Esto puede deberse a la
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fertilidad intrinseca de los padrillos y a las diferencias en el semen utilizado. En
general, los resultados obtenidos con el uso de semen fresco son superiores a los
obtenidos con semen congelado (Brinsko, 2006). Para el caso de semen congelado,
es sabido que existe gran variabilidad en la calidad del semen congelado entre
padrillos e incluso entre eyaculados del mismo animal (Vidament, 1997; Loomis y
Graham, 2008). También, se debe considerar que durante el proceso de congelacion
ademas de reducir el numero de espermatozoides viables, ocurren dafios a la
subpoblacién sobreviviente (Watson, 2000). Algunas de estas alteraciones no son
evidentes mediante la evaluacion de los parametros convencionales del semen
luego de descongelado (Dobrinsky y col., 1995). De esta manera se podria explicar,
en parte, los resultados obtenidos por Morris y col., (2003) donde inseminando en el
cuerpo uterino, aun utilizando una dosis de espermatozoides motiles 20% menor a la
nuestra, obtuvieron una buena tasa de prefiez. También, es importante tener
presente que estos trabajos evaluaban tasa de prefiez, no espermatozoides
recuperados. Donde la sensibilidad de la técnica utilizada para la recuperacion
posiblemente no refleje en su totalidad la poblaciéon de espermatozoides presentes
en la tuba uterina, por lo que la comparacion debe hacerse con cautela.

Con el uso de dosis alta no evidenciamos diferencias en el transporte
espermatico cuando variamos el lugar de inseminacion, esto concuerda con los
resultados obtenidos por Clement y col., (2005) y Sieme y col. (2004) quienes
utilizando dosis mayores a 100x10° en la punta del cuerno y en el cuerpo del Utero
no obtuvieron diferencias en las tasas de prefiez. Sugiriendo que el lugar de
inseminacion no seria un factor critico cuando se insemina con dosis mayores a
100x10° de espermatozoides.

Solo yeguas con citologia uterina negativa se incluyeron en el estudio, sin
embargo, se obtuvieron PMNs de los lavados del grupo control. Estos hallazgos
coinciden con los obtenidos por Fiala y col., (2007) en los que se observé luego de la
muestra citologica, un aumento en los PMNs en el grupo control. Reafirmando los
resultados obtenidos por Williamson y col., (1987) donde la manipulacién cervical y
uterina resultdé en una respuesta inflamatoria. La presencia de PMNs en el lavado
uterino de las yeguas control, también puede relacionarse con el cambio en la
técnica diagnodstica (cepillo ginecoldgico vs lavado con bajo volumen), aunque
algunos autores no demostraron diferencias en la sensibilidad entre las técnicas
(Jorge y col., 2017). Las yeguas inseminadas presentaron un aumento en el numero
de PMNs recuperados comparado con las yeguas del grupo control, esto coincide
con lo descripto por varios autores (Kotilainen y col., 1994; Katila, 1995; Troedsson y
col., 1995; Glvenc y col., 2005; Fiala y col., 2007; Gomes y col., 2018).

Las yeguas inseminadas en el cuerpo uterino presentaron una mayor
reaccion inflamatoria que aquellas inseminadas en punta de cuerno utilizando la
dosis baja. Mientras que no se observaron diferencias significativas en la reaccion
uterina de las yeguas inseminadas con 400x10° entre los sitios de inseminacion.
Squires y col., (2002), atribuyen el detrimento en la fertilidad con IA profunda en su
estudio, a una supuesta mayor reaccion inflamatoria ocasionada por la técnica. En
cambio, los resultados obtenidos en nuestra investigacion, permiten afirmar que la
introduccién de la pipeta guiada transrectalmente hasta la punta del cuerno, no
caus6 mayor reaccion inflamatoria que la inseminacion en el cuerpo del utero. Otro
estudio que evalué la reaccion inflamatoria a las 24 h post inseminacion con semen
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congelado, usando 27x10° de espermatozoides con motilidad progresiva, no observé
diferencias entre inseminar en la punta del cuerno o en el cuerpo del utero (Guvenc
y col.,, 2005). Esto podria explicarse porque a las 24 horas, ha comenzado la
resolucion fisiolégica de la reaccion inflamatoria y el nimero de PMNs es menor que
los observados a las 4 horas post-inseminacion (Katila, 1995).

Al evaluar el efecto de las dosis sobre la reaccion uterina en el tiempo, se
determind una interaccion tiempo por dosis. Mientras que en las yeguas
inseminadas con la dosis alta el mayor recuento de PMNs se observd a las 2 y 4
horas, en las yeguas inseminadas con la dosis baja, la reaccion inflamatoria mas
intensa se presentd a las 4 y 12 horas post inseminacion. Resultados similares
fueron observados por Kotilainen y col.,(1994) y Fiala y col., (2007), probablemente
las dosis altas producen un mayor estimulo quimiotactico, que atrae un mayor
numero de PMNs a las 2 y 4 horas post inseminacion resolviendo el cuadro
inflamatorio de forma mas rapida. Mientras que las dosis bajas producen un estimulo
débil que perdura en el tiempo. Estos resultados son consistentes con los obtenidos
por Fiala y col.,, (2007) para semen refrigerado donde el alto numero y/o
concentracion de espermatozoides caus6 una reaccion inflamatoria mayor, que tal
vez sea mas eficaz y rapida en la eliminacion de esperma y productos residuales,
resultando en un proceso mas corto. Guvenc y col., (2005), Fiala y col., (2007) y
Gomes y col.,, (2019) evidenciaron una notoria disminucion de la respuesta
inflamatoria a las 24 horas post inseminacién, independientemente de la dosis
utilizada. En el presente estudio en las yeguas inseminadas con 50x10° de
espermatozoides, el proceso inflamatorio fue mas leve pero persistente en el tiempo,
esta dosis caus6 un bajo estimulo quimiotactico, similar a lo observado por
Nikolakopoulos y Watson, (2000) quienes, evaluando 48 horas después,
concluyeron también que cuanto mas leve era el insulto, mayor era el grado de
inflamacion residual.

Frente a los resultados expuestos previamente, cabe destacar que fueron
recabados a partir de yeguas clinica y reproductivamente sanas, sin historia
reproductiva previa. El semen utilizado fue de un unico padrillo, cuya fertilidad fue
previamente comprobada. Las inseminaciones fueron realizadas previo a la
ovulacion. Por este motivo, se debe ser cauto a la hora de extrapolar los resultados
al ejercicio practico, asi como a animales subfértiies o a yeguas susceptibles a
endometritis persistente post-servicio.

Los datos obtenidos en el presente trabajo confirman la hipotesis planteada,
tanto el sitio como la dosis de inseminacion modifican el transporte espermatico y la
reaccion inflamatoria endometrial post-inseminacion. Los resultados de esta
investigacion demuestran que la inseminacién con semen congelado mediante
técnica convencional a dosis alta, garantiza el transporte espermatico eficaz y una
resoluciéon de la respuesta inflamatoria mas rapida que con la dosis baja.
Constituyendo asi una técnica sencilla que permite extender el uso de semen
congelado. Por otro lado, es deseable reducir el numero de espermatozoides
utilizados con el objetivo de optimizar la técnica y mejorar los resultados
economicos. En nuestro estudio, demostramos que es posible disminuir la dosis sin
comprometer la llegada de espermatozoides ni ocasionar mayor inflamacién, a
través de la inseminacién profunda.
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8. CONCLUSIONES

Con la dosis alta (400x10° de espermatozoides), el transporte espermatico fue
mayor y también fue mayor la respuesta inflamatoria pero con una rapida resolucién
de la misma. El lugar de inseminacion (cuerpo o punta de cuernos) no es un factor
trascendental cuando se usa esta dosis.

La IA profunda con una dosis baja (50x10° de espermatozoides) aumenté el
transporte espermatico y disminuyd la reaccion inflamatoria. Esta técnica viabiliza la
utilizacion de un numero bajo de espermatozoides, no recomendandose la IA con
dosis bajas en el cuerpo del utero.

La pipeta guiada transrectalmente hasta la punta del cuerno, no caus6é mayor
reaccion inflamatoria que la inseminacion en el cuerpo del utero.
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